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Kapitel 1
Einleitung
Gegenstände aus Leder besitzt fast jeder, ob Schuhe, Taschen, Jacken, Fuÿbälle oder
Ledermöbel, das natürliche Material besticht durch seine robuste, luftdurchlässige
und trotzdem edle Art. Damit die tierische Haut haltbar wird, gerbt man sie. Dieser
Prozess wird schon sehr lange betrieben, es existieren Wandmalereien, die die Ver-
arbeitung von Häuten zu Leder zeigen, die auf 1600 v.Chr. zurückgehen und andere
Angaben, die statuieren, dass eine Fett- bzw. Sämischgerbung schon in der Jung-
steinzeit, ca. 6000 v.Chr., praktiziert wurde. [1]
Unterzieht man die Häute keiner Gerbung, faulen sie, trocknen sie pergamentartig
auf oder quellen bei Kontakt mit Wasser und werden somit unbenutzbar. Die Ger-
bung vernetzt die innere Faserstruktur der Haut, sodass diese in ihrer Form bestehen
bleibt, auch wenn das stabilisierende Wasser entzogen wird.
Natürliche Gerbstoe wie Harnsto (ab 6000 v.Chr.) und Eichenrindenextrakt (seit
2000 v.Chr.) wurden schon lange eingesetzt. Später, im 19. Jahrhundert, kamen mi-
neralische Substanzen, wie Aluminium- und Chromsalze dazu. Der heutige Markt
weist auch diverse synthetische Gerbmittel, wie Syntane1 oder Polymergerbstoe2
auf, der Hauptgerbsto ist jedoch Chrom.
Unter gerbchemischem Aspekt wird die Qualität von Leder zuerst durch die Schrump-
fungstemperatur charakterisiert. Dabei handelt es sich um diejenige Temperatur,
bei der sich ein langsam in feuchter Hitze erwärmter Lederstreifen plötzlich auf 1
3
seiner ursprünglichen Länge zusammenzieht, die Matrix also kollabiert. Eine hohe
Schrumpfungstemperatur ist Ausdruck von sehr gut gegerbtem Leder, das stabil und
1aus aromatischen Kohlenwasserstoen, durch Kondensation mit Formaldehyd
2auf Harzbasis mit Acrylsäuren
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widerstandsfähig ist. Mit verschiedenen Gerbstoen können verschieden hohe Tem-
peraturen erreicht werden, ehe die Querverbindungen nachgeben und das Netzwerk
zerstört wird. Dabei kommt es besonders auf die Stringenz3 der Quervernetzungen
bzw. stabilisierendenWechselwirkungen des Gerbstoes an. Es kommen verschiedene
Bindungsmechanismen, wie kovalente Bindungen bei Aldehyden, Komplexbindun-
gen bei Chrom, Ionenbindungen bei Salzen und Wasserstobrückenbindungen bei
panzlichen Gerbstoen sowie hydrophobe Wechselwirkungen bei Ölen und Fetten
und Dipolwechselwirkungen bei vegetabil/synthetischer Gerbung zum Tragen.
Die weiteren Ansprüche an Leder sind subjektiver Natur. Weichheit, Fülle und Farbe
sind Eigenschaften, die das Endprodukt auszeichnen. Diese werden in Prozessschrit-
ten nach der eigentlichen Gerbung durch Nachgerbstoe, Füllstoe und durch die
Zurichtung realisiert. Um alle Anforderungen in ihrer Breite bestmöglich zu erfüllen
wird viel geforscht und optimiert, getestet und angepasst.
Ein vollständiges Verständnis des Mechanismus, der hinter der Gerbung steht, ist
bis zum heutigen Zeitpunkt jedoch nicht erreicht. Wie die Gerbung konkret funk-
tioniert ist unbekannt.
Das Ziel, ein gut gegerbtes Leder zu erhalten, kann zwar grundsätzlich mit dem
Trial-and-Error-Verfahren, das sich nur auf das Ergebnis bezieht, verfolgt werden.
Um aber die molekularen Vorgänge spezisch nutzen und optimieren zu können, ist
alternativ eine Aufklärung dieser durch gezielte Modelluntersuchungen wünschens-
wert. Letzteres ist ein neuer Ansatz, der dadurch möglich wird, dass heutzutage
bessere Möglichkeiten der Untersuchung bestehen. Dabei wird Kollagen mikrosko-
pisch und spektroskopisch betrachtet. Die Spektroskopie ermöglicht die Messung
von Assemblierungskinetiken. Mit diesem Ansatz ist es möglich, Kollagen beim Fi-
brillieren zu beobachten und so auf molekularer Ebene den Einuss von Additiven
zu studieren. Strukturelle Untersuchungen der Assemblierungsprodukte sind eine
weitere, nötige Methode, um das Wechselspiel zwischen Kollagen und Gerbreagenz
zu beurteilen. Wird dazu auch noch die Deassemblierung erforscht, so bieten diese
Experimente auch Informationen über die Festigkeit der Verknüpfungen.
Diese drei Untersuchungsmethoden bilden in der vorliegenden Arbeit die grundlegen-
de Herangehensweise. Kollagen wird im Wechselspiel mit verschiedenen Additiven
als Monomer, auf dem Weg zur Fibrille und als Fibrille untersucht. Damit wird ein
neuartiges Modellsystem zur Untersuchung der Wechselwirkungen im hierarchischen
3Schlüssigkeit, Festigkeit
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Strukturaufbau von Kollagen geschaen.
Darüber hinaus soll der Bezug zur Ledergerbung nicht verloren werden und stets
Korrelationen zwischen den Ergebnissen, die durch das Reaktionsmodell im Labor
(in vitro) gewonnen werden, und Lederanalysen als Realsystem (in vivo) durch-
geführt werden. Statt mit Haut/Leder direkt zu arbeiten, wird hier Hautpulver
eingesetzt. Hautpulver stellt zerkleinerte Haut dar, die sehr homogen mit Zusätzen
durchtränkt und behandelt werden kann. Beobachtet wird beispielsweise die Denatu-
rierungstemperatur und die Veränderung von geometrisch periodischen Strukturen,
die sogenannte Streifung, von Fasern und Fibrillen.
Auch ein theoretischer Ansatz zur Erklärung des Streifenmusters auf molekularer
Ebene wird vorgestellt.
Als zu untersuchende Stogruppen wurden Chrom, Aldehyde und Polyphenole ge-
wählt. Dabei ist mit Chrom der bedeutendste Gerbsto untersucht worden. Alde-
hyde gerben auch, aber über einen anderen Mechanismus, sie vernetzen die Kolla-
genmatrix kovalent. Die Aldehyde sind hier eine spannende Chemikalienklasse, da
die Wirkung verschieden langer Moleküle mit gleicher Funktionalität vergleichend
untersucht werden kann. Die Vertreter der dritten Gruppe, die Polyphenole, inter-
agieren nur über attraktive Wechselwirkungen mit dem Kollagen. Das Verständnis
soll hier erweitert werden, damit deren Anwendung als Syntane optimiert werden
kann. Damit wird in dieser Arbeit mittels Modelluntersuchungen zur Wechselwir-
kung mit Kollagen ein breites Spektrum an praxisrelevanten Substanzen auf ihre
molekulare Wirkung bei der Gerbung hin analysiert.
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Kapitel 2
Grundlagen
2.1 Kollagen
Die Haut ist ein sehr vielseitiges Organ, das dem Organismus Schutz bietet, als Sin-
nesorgan fungiert sowie den Sto- und Wärmehaushalt kontrolliert. Sie wird von
Blutgefäÿen, Nerven und Drüsen durchzogen und in drei Schichten unterteilt. Zwi-
schen der äuÿeren Hornschicht mit den Haaren, der sogenannten Epidermis (Ober-
haut) und der Subcutis (Unterhaut) mit dem Fettgewebe bendet sich die Dermis,
zu Deutsch Lederhaut. Diese besteht vornehmlich aus Bindegewebe wie Spektrin,
Elastin und Kollagen. Letzteres Faserprotein bendet sich im extrazellulären Raum
und ist der Hauptbestandteil von Haut, aber auch von Knochen, Knorpeln und
Sehnen. Als Strukturprotein (Skleroprotein) ist Kollagen enorm zugfest (6 kg/mm2
[2]) und mit über 30% ist es das häugste körpereigene Eiweiÿ. Kollagen kommt in
verschiedenen Formen vor, als blattförmige oder brilläre Strukturen, die zum Teil
wie beispielsweise im Schuppenepithel Ankerfunktion haben können. Bis dato sind
29 Typen bekannt, wobei der in der Dermis auftretende Typ I mit über 90% der
meistvertretene Typ ist. Je nach Einsatzort (Haut, Auge, Haare, . . . ) bzw. Funktion
ist der Typ verschieden. Zusammen mit Keratin ist das helikale Kollagen für die
Festigkeit und Elastizität der Haut verantwortlich. Kommt es zu Falten und Alte-
rung, zeigt das die Degeneration von Kollagen. [3]
Der Name Kollagen leitet sich aus dem Griechischen ab und bedeutet Leim (kol-
la) erzeugend (gennan), was auf die Hydrolyse von Häuten oder Knochenpulver
zurückzuführen ist. Aus dieser Eigenschaft leitete sich 2000 v.Chr. in Ägypten die
Nutzung als Leim ab. In denaturierter Form wird Kollagen als Gelatine bezeich-
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net und ist heutzutage in Gummibärchen und als Tablettenkapseln zu nden. Die
direkteste Möglichkeit Kollagen zu verwenden ist in Form von Leder und bezieht
sich auf das komplexe Material der Haut. Als gereinigtes Protein ist Kollagen aber
auch Bestandteil von vielen Kosmetika wie Seifen und Cremes. Darüber hinaus kann
es in der Medizin als Baustein für künstliche Zähne oder Haut dienen und kommt
z. B. bei Brandopfern zum Einsatz. Biomaterial auf Basis von Kollagen und anderen
Proteinen kann alternativ zu synthetischen Polymeren eingesetzt werden und be-
sticht durch seine mechanisch-biologischen Eigenschaften für den biomedizinischen
Gebrauch. [4] Dieses breite und wie bei tissue engineering hoch aktuelle Anwen-
dungsspektrum ist Grund dafür, dass es eines der bestuntersuchtesten Eiweiÿe ist.
2.1.1 Aufbau von Kollagen
Die Grundeinheit stellen Aminosäuren (AS) dar. Diese haben eine Amino- und eine
Carboxygruppe (Abbildung 2.1) und sind durch ihre Seitenketten charakterisiert. Sie
können in sauer, basisch, polar/neutral und unpolar/hydrophob unterteilt werden.
20 verschiedene Standardaminosäuren treten im Organismus auf und entscheiden
durch ihre Sequenz die Eigenschaft des Proteins. Kollagen weist nicht alle AS auf,
Tryptophan z. B. ist nicht eingebaut. Es gibt im Kollagen aber noch eine zusätzliche
AS, das 4-Hydroxyprolin, welches eine posttranslatorische Modikation von Prolin
ist.
Die AS sind kovalent durch Peptidbindungen zwischen Säure- und Aminogruppe
verknüpft (siehe Abb. 2.1). Die Kondensation unter Wasserabgabe läuft während
der Translation an den Ribosomen am rauen endoplasmatischen Retikulum ab und
benötigt Energie. Somit entstehen Di-, Oligo- und Polypeptide.
  
H         O
H         OH
H
N     C     C
R
H           O
H           OH
H     O            H
N     C     C     N     C     C
R            H     R
Abbildung 2.1: Chemische Struktur einer Aminosäure mit der Aminogruppe und
der Säuregruppe. Die Peptidbindung entsteht bei der Verknüpfung von zwei AS.
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Dieses Prokollagen wird auÿerhalb der Zelle durch enzymatische Abspaltung der
Telopeptide zu Tropokollagen und lagert sich durch Hydroxylierung und Glycosy-
lierung dann spezisch über kovalente Lysin-Hydroxylysin-Bindungen zu Fibrillen
zusammen. [5]
Besonders bei Kollagen ist, dass die 1052 AS lange Sequenz in jeder dritten Po-
sition Glycin aufweist (siehe Abb. 2.2). Glycin ist die kleinste AS, mit nur einem
Wassersto als Rest. In der X- und Y-Position treten Prolin und Hydroxyprolin mit
jeweils 17% recht häug auf. Auch diese AS sind recht klein und besitzen einen
Fünfring am N-Terminus. Hydroxyprolin ist zudem sehr wichtig für die Ausbildung
von Wasserstobrückenbindungen.
  
X Y X Y X
Y
X Y
Gly
Gly
Gly
Gly
Abbildung 2.2: Sequenz der Aminosäuren bei Kollagen, GlycinXY.
Um aus der Peptidkette ein Protein zu erhalten, sind übergeordnete Strukturen not-
wendig. Die Sekundär- bzw. Tertiärstruktur sind linksgängige Alpha-Helices. Drei
dieser Ketten, zwei identische α1 und eine α2, ordnen sich zu einer rechtsgängi-
gen Superhelix, wie in Abbildung 2.3 dargestellt, als Quartärstruktur zusammen.
Stabilisiert wird diese Struktur durch Wasserstobrückenbindungen und Schische
Basen über das Lysin. Die Superhelix wird auch Tripelhelix genannt und ist 300 nm
lang und 1,4 nm im Durchmesser. Das Kollagenmolekül hat eine Molmasse von ca.
300 000Da.
Im Organismus liegt Kollagen brillär vor, das heiÿt, die aus AS aufgebauten Tri-
pelhelices sind die Bausteine (Monomere) für hierarchisch höhere Strukturen, die
Fibrillen. Dieser hierarchische Aufbau ist in Abbildung 2.4 gezeigt und führt zwin-
gend über das Intermediat, den Mikro- oder Pentabrillen, wobei sich fünf Monomere
mit einem Versatz von 67 nm aneinanderlagern, sodass 40-nm-Lücken und 27-nm-
Überlappungen entstehen. Die Mikrobrille wurde von Smith beschrieben und wird
auch als Smithsche Mikrobrille bezeichnet. [6] Die so aufgebauten Fibrillen sind
typischerweise in 67-nm-Abständen strukturiert und haben Durchmesser von ca.
150 nm und Längen von über 100 µm. Der 67-nm-Abstand wird auch als D-Periode
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Abbildung 2.3: Aufbau der Monomere als Tripelhelix.
bezeichnet und verschiebt sich leicht mit den Hydratationsgrad. [7]
In welcher Form sich die Pentabrillen zusammenlagern und die Fibrillen bilden
ist noch strittig. Ein Auswachsen der Mikrobrillen ist ebenso denkbar, wie eine
Anlagerung vieler. Wie lagern sich diese dünnen Grundeinheiten im Querschnitt
an? Auch diese Frage wird kontrovers diskutiert. Theorien zu zylindrischem [8, 9]
oder spiralem [10] Aufbau sind beschrieben und in Abbildung 2.5 veranschaulicht.
Über Röntgenbeugungsexperimente und in Einvernehmen mit TEM-Abbildungen
nden sich in der Literatur Fürsprecher von kristallinem Aufbau, wie triklin [11],
aber auch hexagonal [12] oder nicht-, semi-, oder üssigkristallin [9, 13] wird ange-
geben.
Der Aufbau ist mit Erreichen der Fibrille aber noch nicht abgeschlossen. Viele Fi-
brillen lagern sich zusammen und bilden Faserbündel wie z. B. in den Sehnen, Fa-
sergeechten (Haut) und Faserschichten als Teile der Knochen. Bei letzteren bilden
die Gap-Regionen Keimpunkte für die Mineralisierung mit Hydroxyapatit und et-
was Phosphat in der organischen Matrix Kollagen. Diese Diversität in der Funktion
eines Materials ist innerhalb des Organismus einzigartig.
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30 °C, neutral
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Abbildung 2.4: Hierarchischer Aufbau der Fibrillen aus Monomeren über den Über-
gangszustand der Mikrobrillen. Ein typischer Versatz von 67 nm zueinander tritt
auf.
Abbildung 2.5: Mögliche Strukturen des inneren Aufbaus der Fibrille, zylindrisch
(links) und spiral (rechts). [9]
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2.2 Gerbung
Hierbei handelt es sich um einen vielstugen Prozess, der das Ziel hat Häute zu
konservieren. Häute diverser Tierarten werden dabei verwendet. Hauptsächlich sind
es Kühe, also weibliche Rinder, die zuvor für die Milch- und die Fleischprodukti-
on genutzt werden. Aber auch Schwein, Ziege, Pferd oder ausgefallenere Arten wie
Krokodil oder Aal sind Lederlieferanten.
Die Häute werden durch das Weichen von äuÿeren Verunreinigungen gereinigt und
im Äscher, was einer Kalkung entspricht, geschieht die Enthaarung der Tierhaut.
Dazu wird der pH-Wert auf pH1012 angehoben und danach in Waschschritten
wieder abgesenkt. Nach dieser Vorbereitung folgt die mechanische Abtrennung von
Ober- und Unterhaut mit scharfen Messern. Dies bezeichnet man als Enteischen
und Spalten. Noch ist die Haut nicht gegerbt, aber durch die Wasserwerkstatt ge-
reinigt und vorbehandelt; man nennt sie nun Blöÿe. Diese Haut ist sehr feucht, was
sich in einem Wassergehalt von ca. 70% ausdrückt. Das verbleibende Material ist
zu 95% Kollagen. [14] Hierbei entstehende Kollagenabfälle werden als Lederfaser-
werkstoe oder zu Gelatine weiterverarbeitet. Die sich anschlieÿende Gerbung ist
wiederum ein mehrstuger Prozess, der durch Beizen und Pickeln vorbereitet wird,
ehe schlieÿlich die Gerbung folgt. Im Pickel (ähnlich dem Pökeln) wird die Haut mit
Salz versetzt und sauer (pH2,5) eingestellt, um den Gerbsto optimal penetrieren
zu lassen. Ist der Gerbsto in die Matrix eingedrungen, muss er durch Abstumpfung
xiert werden. Die Fasern sind nun inter- und intramolekular vernetzt und aus der
Haut ist ein Leder geworden.
Das strenge Beachten des pH-Wertes ist notwendig, da Leder unter pH2 quillt und
auch pH-Werte über pH5 längerfristig nicht günstig sind. Welken, Falzen und Ent-
säuerung schlieÿen sich an. Das Produkt wird jetzt als Rohleder oder crust bezeich-
net und muss nun noch nachgegerbt werden. Das bedeutet, dass die gewünschte
Farbigkeit und Fettung eingestellt werden. Des Weiteren wird das Leder getrocknet,
gestollt (biegen und ziehen für bessere Weichheit) und zugerichtet (nale Oberä-
chenbehandlung, z. B. Bügeln oder Färben), ehe es die Gerberei verlässt. [15]
Alle gerbenden Stoe vernetzen die Kollagenmatrix, sodass sie stabilisiert ist, wenn
das Wasser aus der Haut entzogen wird. Dazu müssen sie mindestens an zwei Stellen
Bindungen aufbauen können und die richtige Gröÿe haben, groÿ genug, um die AS-
Ketten untereinander zu verbrücken und klein genug zur guten Penetration in die
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Haut. [16] Nach dem Diussionstrichter von Reich [17] sind folgende Abstände für
das Eindringen zu beachten: Netzwerk vom Faserverbund (3 µm), Zwischenräume
der Elementarfasern (1µm) und schlieÿlich interbrilläre (100 nm) und intermole-
kulare (12 nm) Penetration, die ausschlaggebend für die Gerbung sind. Ein sofor-
tiges, oberächliches Wirken des Gerbstoes ist nicht erwünscht, da es die weitere
Durchdringung und Durchgerbung des gesamten Volumens verhindern würde. Der
Gerbsto wirkt auf die Matrix als Vernetzer und Abstandshalter, damit die Struk-
tur beibehalten wird, auch wenn die Feuchtigkeit aus dem Material entweicht, wie
in Abbildung 2.6 gezeigt wird.
  
ungegerbt:
kollabiert
feuchte Haut
trocknet
gegerbt:
Struktur stabil verbrückt
Abbildung 2.6: Prinzip und Notwendigkeit der Stabilisierung der Kollagenmatrix
durch Spacer.
Grundsätzlich wird zwischen
 vegetabiler,
 mineralischer und
 synthetischer Gerbung
unterschieden.
Gerbt man rein panzlich, nennt sich das vegetabile Gerbung. Geeignete Mittel
dafür sind z. B. Akazien-, Eichen- und Weidenrinde, aber auch Hölzer, Früchte und
Blätter können Gerbwirkung besitzen. Dieses Gerbverfahren war vor dem Aufkom-
men der Chromgerbung das geläugste. Aufgrund der gröÿeren Härte des panz-
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lich gegerbten Leders wird es z. B. für Sohlen benutzt. Der langsamere Gerbprozess
und das weniger strapazierfähig/hitzebeständige Resultat durch die recht schwachen
Wasserstobrückenbindungen begründen den geringen Einsatz von panzlicher Ger-
bung im Vergleich zum immens hohen Anteil an chromgegerbtem Leder. Auch die
Gerbwirkung von Enzymen (z. B. Trypsin) wird seit einigen Jahren untersucht und
bietet einen ökologischen Ansatz. [18]
Mineralisch wurde und wird mit Alaun1, Aluminium- oder Chromsalzen gegerbt,
aber auch Salze mit Eisen, Titan oder Zirkonium können verwendet werden. Da
8590% [1, 19] aller Gerbung auf die Chromgerbung entfällt, gehe ich auf diese
detaillierter ein. Generell ist Chrom ein weitverbreitetes Element, das metallisch
sowie vornehmlich in den Oxidationsstufen II, III und VI vorkommt. Chrom wird
hauptsächlich in der Stahlindustrie, aber auch als Katalysator2 oder in der Feuerfest-
industrie in Keramiken, bei der Pigmentherstellung, der galvanischen Verchromung
und, hier im Fokus, in der Lederindustrie benutzt. Chromgegerbtes Leder enthält
heutzutage 1,53% Chrom. [19] Bei älteren Ledern kann das noch bis zu 6% betra-
gen. [20] Chrom ist in metallischer Form und in der bei der Gerbung eingesetzten
Oxidationsstufe III nicht gesundheitsschädlich. Von Cr(III) kann aber für Allergiker
ein Risiko ausgehen, indem es zu dem äuÿerst toxischen Cr(VI) oxidiert. Besonders
Arbeitshandschuhe und Kinderschuhe werden direkt auf der Haut getragen und der
Schweiÿ kann so aggressiv sein, dass Chromat freigesetzt wird. Ekzeme können eine
mögliche Folge sein. [21] Daher sollte der Chromeinsatz minimiert werden. Dies ist
nicht trivial, da es trotz der langen Geschichte der Gerbung bis heute einige oe-
ne Fragen gibt. Welche molekularen Wechselwirkungen genau ablaufen ist unklar
und daher kann das Chrom, das für die Reaktion eingesetzt werden muss, nicht ge-
nau berechnet, sondern nur experimentell ermittelt werden. Rechnet man mit einem
Chromkomplex auf zwei saure Aminosäuregruppen, so wird Chrom im Überschuss
benutzt. Es wird als basisches Chromsulfat eingesetzt, um eine Löslichkeit zu erlan-
gen. Chromitan® FM und B sind die beiden weitverbreitetsten Chromgerbstoe der
Industrie (BASF) und stellen eine Mischung aus mehreren Spezies dar. Alternativ
werden chromgegerbte Leder als wet blue, und chromfreie3, wobei andere Metal-
le benutzt werden dürfen, als wet white bezeichnet und unterschieden. Chrom zu
1Kalium-Aluminium-Doppelsalz
2bei der Ammoniaksynthese
3auch als FOC (free of chrome) bezeichnet
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vermeiden ist oftmals erwünscht, da die Entsorgung der chromhaltigen Abwässer
teuer und aufwendig ist. Die Ezienz sollte aber beibehalten werden. Letzteres ist
zu einem konkurrenzfähigen Preis momentan nicht möglich. Mit der Chromgerbung
können Schrumpfungstemperaturen von 120 ◦C erreicht werden, mit den meisten an-
deren Gerbverfahren nur 80 ◦C.
Abgeschaut von der Natur, wo aromatische Verbindungen im Rindenextrakt, dem
Tannin, vorkommen, werden synthetische Verbindungen aus Phenolen (Syntane),
Naphthalin, Chinon oder Nitrobenzol zur Gerbung genutzt. Polyphenoldendrime-
re in Kombination mit Aluminiumgerbung heben die Schrumpfungstemperatur auf
95 ◦C an, was ein sehr guter Wert ist. [22] Weitere synthetische Gerbstoe sind die
Aldehyde. Sie gehen sehr starke Bindungen mit dem Kollagen ein und dienen oft als
Vor- oder Kombinationsgerbsto. Ursprünglich sollten die synthetischen Gerbstof-
fe die Naturgerbstoe ersetzen, in der Praxis hat sich nun aber deren Einsatz als
Kombinations- oder Nachgerbsto etabliert.
2.3 Ansatz dieser Arbeit
Die etablierten Gerbverfahren erzielen sehr gute Ergebnisse, haben aber alle auch
Dezite. So ist beispielsweise die Entsorgung von Chromabwässern teuer und stellt
eine Belastung für die Umwelt dar. Um herkömmliche Gerbstoe durch neue, in-
novative Reagenzien zu ersetzen, müssen die Mechanismen der Gerbung bekannt
sein. Werden alle Wechselwirkungen, die bei der Gerbung mitwirken, erkannt und
verstanden, so sollte es möglich sein, gezielt synthetische Gerbstoe zu entwerfen,
die leistungsstark, umweltverträglich und preiswert sind.
Bei den hier durchgeführten Untersuchungen wird meist ausdrücklich nicht mit Haut
oder Leder gearbeitet, sondern eine Kollagenlösung benutzt, um die Wechselwirkung
von Substanzen mit einzelnen Monomeren auf der molekularen Ebene zu untersu-
chen. Diese Lösungen werden bei der Fibrillierung (Assemblierung) hinsichtlich ih-
rer Kinetik und Morphologie untersucht. Das Studium der Assemblierung ist weniger
komplex als die Gerbung und verspricht Erkenntnisgewinn über molekulare Abläufe
und Wechselwirkungen zwischen Kollagen und Gerbsto. Um Assemblierungen und
Ledergerbung nicht losgelöst als zwei verschiedene Systeme zu untersuchen, werden
exemplarisch die Ergebnisse mit makroskopischen und mikroskopischen Analysen
13
KAPITEL 2. GRUNDLAGEN
von Hautpulver verglichen. Zudem werden die Studien mit Deassemblierungsunter-
suchungen erweitert. Dabei wird das Verhalten beim Abbau der Fibrillen zu Mono-
meren untersucht. Die Stabilität der Fibrillen kann über einen Säureaufschluss in
einem dafür entwickelten Flusssystem gemessen werden. Diese Untersuchungen lie-
fern Aussagen über die Stringenz von Bindungen im Verbund Kollagen  Gerbsto.
Bei den Studien wird auf drei Stogruppen eingegangen, die in der Gerbung einen
groÿen Stellenwert haben bzw. von Interesse sind:
 Chrom,
 Aldehyde,
 Polyphenolkondensate.
Ein besseres molekulares Verständnis für die Gerbung mit Chrom zu bekommen, ist
grundlegend für alle weiteren Untersuchungen. Chrom ist der meistbenutzte Gerb-
sto. Ebenfalls soll die Untersuchung von Chrom im System Aufschluss geben über
die Interaktion zwischen Chrom und Kollagen die somit die bestehenden Theorien
zur Gerbung nachvollziehbar machen und damit die Gültigkeit bzw. Aussagekraft
der Modellreaktion belegen.
Bekannt ist, dass Chrom über die sauren Seitenketten vom Kollagen, den Carboxy-
gruppen, gerbt. Dort bilden sich koordinative Bindungen zwischen dem Chromkom-
plex und der Matrix aus. Meist ist der Komplex, wie in Abbildung 2.7 gezeichnet,
zweikernig.
  
       H2O
C = O O OH   O       C = O
CH – CH2 – CH2 – C Cr   OH  –  Cr C – CH2 – CH
NH O   O        NH
      H2O
O O
      S
O O
Abbildung 2.7: Vernetzung der Aminosäuren mit einem zweikernigen Chromkomplex
über die Säuregruppen des Kollagens, nach Reich. [23]
In der Literatur nden sich aber auch Vorschläge zu mehrkernigen Chromkomplexen,
die bei der Gerbung beteiligt sind. [24] Covington [25] zieht Rückschlüsse zwischen
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Basizität und Anzahl der Kerne, je höher die Basizität, desto mehrkernig der Kom-
plex. Bei pH3 liegt der Komplex mehrheitlich zweikernig vor.
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Cr Cr
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Abbildung 2.8: Neben dem 2-kernigen Komplex sind auch 3- und 4-kernige Chrom-
komplexe bei der Gerbung vorstellbar. [24]
Die zweite Gruppe bilden dieAldehyde. Deren Interaktion mit Kollagen ist bekannt
und belegt. [26] Das Aldehyd kann dabei Brücken zwischen den Aminosäureketten
aufbauen, lagert sich jedoch oft nur einseitig an. Die Bindung erfolgt kovalent über
die Aminogruppen des Kollagens, Histidin, Lysin und Arginin. Es handelt sich um
einen nucleophilen Angri des Amins an das C-Atom der Aldehydgruppe, der zur
Addition führt. Eine sogenannte Schische Base kann daraus entstehen, wenn zu-
sätzlich Wasser abgespaltet wird. Für das Beispiel Formaldehyd ist eine mögliche
Verbrückung in der Abbildung 2.9 gezeigt. Grau hinterlegt sind dabei die Kollagen-
stränge und deren entstehende Verbindung durch das Aldehyd.
Aldehyde nden in der Gerbung groÿtechnisch Anwendung. Allerdings bezieht man
sich dabei trotz der groÿen Vielfalt an (Di-)Aldehyden ausschlieÿlich auf Formalde-
hyd und Glutaraldehyd. Formaldehyd ist giftig und sollte daher minimiert eingesetzt
werden. Es wird vornehmlich als Nachgerbsto genutzt. Die besten Ergebnisse wer-
den bei der aldehydischen Gerbung mit Glutaraldehyd erreicht.
In der Untersuchung werden systematisch auch weitere Dialdehyde in diesem Län-
genbereich (16 Kohlenstoatome) getestet. Ein Schema für die Strukturformel der
Dialdehyde ist in Abbildung 2.10 gezeigt. Für die vernetzbare Distanz entspricht das
2,9Å für Formaldehyd bis 10,6Å für Adipaldehyd. Die Reaktivität der Aldehydgrup-
pe ist bei Formaldehyd am höchsten. Dieser Trend ist bezüglich der Gerbwirkung
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R` – NH2  + CH2O + CH2O  +  H2N – R“
R` – NH – CH2OH + OHCH2 – NH – R“
R` – NH – CH2 ―  O ― CH2 – NH – R“
   + H2O
R` – NH2 + CH2O +  H2N – R“
R` – NH – CH2OH + H2N – R“
R` –  NH ―  CH2  ― NH – R“
                 + H2O
O  n   O
Abbildung 2.9: Vernetzung des Kollagens durch ein bzw. zwei Moleküle Formaldehyd
über die Aminogruppen des Kollagens, nach Ramamoorthy. [27]
  
R` – NH2  + CH2O + CH2O  +  H2N – R“
R` – NH – CH2OH + OHCH2 – NH – R“
R` – NH – CH2 ―  O ― CH2 – NH – R“
   + H2O
R` – NH2 + CH2O +  H2N – R“
R` – NH – CH2OH + H2N – R“
R` –  NH ―  CH2  ― NH – R“
                 + H2O
O  n   O
Abbildung 2.10: Allgemeine Abbildung von Dialdehyden, n=0 Glyoxal, n=1 Ma-
londialdehyd, n=2 Succinaldehyd, n=3 Glutaraldehyd, n=4 Adipaldehyd.
nicht so, da Form- sowohl als Glutaraldehyd eine gute gerbende Wirkung besitzen,
nicht aber die Dialdehyde dazwischen. Der Grund dafür, dass einige Aldehyde ger-
ben und andere trotz analoger chemischer Struktur nicht, ist ungeklärt.
Interessant ist nun herauszunden, ob sich im Modell bei der Assemblierung von
molekularer Ebene an eine Tendenz bezüglich der Kettenlänge abzeichnet.
Polyphenole sind eine weitere, interessante Stogruppe für die Gerbung, da z. B.
der bekannteste Vegetabilgerbsto, das Tannin, ein solches ist. Wie in Abbildung
2.11 zu sehen ist, besitzt es viele aromatische Ringe mit jeweils drei OH-Gruppen
(Pyrogallol), daher wird es auch als Gallotannin bezeichnet.
Die Attraktion zum Kollagen kann über zwei verschiedene Mechanismen, siehe Ab-
bildung 2.12, erfolgen. Zum einen können Wasserstobrückenbindungen zwischen
der Hydroxygruppe des Phenols und dem Sauersto der Ketoimidgruppe (Peptid-
bindung) auftreten. [28] Andererseits besteht eine Anität zwischen den Ringen
des Tannins mit denen des Prolins, eine AS mit Pyrrolidinring, das im Kollagen
eingebaut ist. Dabei spricht man von hydrophober Attraktion als Wechselwirkung.
[29, 30] Hierbei handelt es sich zwar nicht um eine kovalente Beziehung, die Inter-
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Abbildung 2.11: Chemische Struktur von Tanninsäure mit vielen Pyrogallolgruppen.
aktion ist jedoch so stark, dass von Prolin in Verbindung mit Phenolen als sticky
patch gesprochen wird. Pro Tripelhelix gibt es 684 Proline/Hydroxyproline, was fast
25% entspricht und somit sehr hoch ist. Diese Interaktion wird durch Stacking-
Eekte (komplexähnlich) zusätzlich verstärkt und es kann unter Nutzung jener zur
Erhöhung der Schrumpfungstemperatur kommen. [31, 32]
  
O
OH NH
R1
R2
N
H
OH
O
OH
N
H
O
R2
R1
Abbildung 2.12: Mögliche Wechselwirkungsmechanismen zwischen Phenol und Kol-
lagen. Dargestellt ist oben die Möglichkeit der Wasserstobrückenbindung über den
Sauersto der Peptidbindung und darunter der hydrophobe Stacking-Eekt über
Prolin.
Naturgerbstoe nachzuahmen ist ein Ansatz der Gerberei. Ziel ist es, aus dem sehr
komplexen Tannin die reaktiven Bereiche zu identizieren bzw. diese gezielt zu nut-
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zen. Die Untersuchung einzelner Komponenten bricht die Komplexität herunter und
liefert somit nützliche Informationen. In abgewandelter Form, als Pentachlorphenol
wird Phenol zur Lederkonservierung bereits eingesetzt, da es neben der gerbenden
Eigenschaft als keimtötend bekannt ist. Verwunderlich ist der Unterschied, dass bei
den Naturgerbstoen meist Pyrogallol auftritt, im industriellen Einsatz aber vor-
nehmlich phenolische Verbindungen benutzt werden. Dabei ist anzumerken, dass
Phenol alleine kein Gerbsto ist, erst als Polymer ist der Eekt nachweisbar.
Abbildung 2.13: Phenolkondensat mit farblich markierten Komponenten: Urea,
Formaldehyd und Phenol.
Interessant ist nun die Untersuchung von Polymeren aus Polyphenolen mit verschie-
den vielen OH-Gruppen. So soll herausgefunden werden, ob der Gerbeekt stärker
auf den aromatischen Ringen oder den OH-Gruppen basiert. Zudem soll untersucht
werden, ob, wenn mehr OH-Gruppen vorhanden sind, die Reaktivität gesteigert wer-
den kann bzw. diese Gruppen überhaupt genutzt werden können. Das Kondensat mit
Phenol ist ein bekanntes Produkt (Basyntan®) und wird als Nachgerbsto einge-
setzt. Aufgrund ihrer Farbe sind Brenzcatechine und Pyrogallole keine potenziellen
Gerbstoe für den groÿtechnischen Einsatz, kleine Anwendungen sind aber durchaus
denkbar.
Sterische Betrachtungen ieÿen auch in die Überlegungen ein, zur Validierung müs-
sen die Syntane theoretisch und praktisch getestet werden. Ehe dies geschehen kann,
werden deren Bausteine im Modellsystem getestet und nach Erklärungen gesucht. Es
handelt sich dabei um die Monomerstubstanzen, die in Abbildung 2.13 erkenntlich
gemacht werden: Urea (rot), Formaldehyd (blau) und Phenol (violett) resp. Brenz-
catechin resp. Pyrogallol. Die Reaktivität sollte später im Kondensat ausschlieÿlich
vom phenolischen Anteil stammen.
Zudem wird eine Korrelation der Versuche zu Eigenschaften von real gegerbtem
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Leder angestrebt. Dies wird als In-vitro- vs. In-vivo-Vergleich bezeichnet und bil-
det eine weitere wichtige Säule. Wie sind die Unterschiede zwischen Kollagenlösung
und der Verbundstruktur Leder einzuschätzen? Welche Aussagen erlaubt das Modell
bezüglich der Gerbung?
2.4 Assemblierung
Das Wort ist vom französischen assemblage für zusammensetzen, montieren, ver-
einigen, zusammenschlieÿen abgeleitet und ist auch für biologische Aufbauprozesse
passend. Beeindruckend sind dabei der präzise Strukturaufbau und die Energiemi-
nimierung, die bei Selbstassemblierung unter geeigneten Bedingungen sogar ohne
weiteres Zutun ablaufen. Beispiele für Selbstassemblierungen sind Kristalle, Lipid-
doppelschichten oder Kolloide. Im vorliegenden Fall mit Kollagen bedeutet Assemb-
lierung das Entstehen von Fibrillen aus Monomerlösung. Analog des hierarchischen
Aufbaus von Fibrillen aus Monomeren assemblieren die Kollagenmonomere zu den
höheren Strukturen. Die benötigten Bedingungen für die Initiierung der dann selbst-
ständig ablaufenden Zusammenlagerungsreaktion liegen mit einem pH-Wert von 7,4
und einer Temperatur von 30 ◦C im physiologischen Bereich.
Die In-vitro-Fibrillogenese von Kollagenmonomeren zu Fibrillen kann über zwei We-
ge erreicht werden, Neutralstart oder Warmstart. Die beiden Alternativen sind in
Abbildung 2.14 veranschaulicht. Ausgangs- und Endzustand sind jeweils gleich, in
der praktischen Handhabung ist aber teilweise die eine oder andere Option günstiger.
Für die Reaktion werden 500 µL einer 10mM salzsauren Kollagenlösung (0,4mg/mL),
die bei 4 ◦C gelagert wird, mit 500 µL 0,5M Phosphatpuer vereinigt.
Die Zusammenlagerung der Monomere bei der Keimbildung, und der weitere Aufbau
zu Fibrillen wird kinetisch mittels UV/Vis-Spektroskopie verfolgt und mit Raster-
kraftmikroskopie (AFM) abgebildet. Ein Erkenntnisgewinn über die Wechselwirkung
von Kollagen mit Gerbsto hinsichtlich dem Ort der Bindung, den Bindungseigen-
schaften und der Kinetik ist das Ziel der Assemblierungsuntersuchung. Dazu wer-
den Veränderungen in der Geschwindigkeit beim Start der Assemblierungsreaktion
sowie verschiedene Fibrillenmengen und -formen analysiert und ausgewertet. Wenn
Kollagenmonomere zu Fibrillen assembliert werden, so sind diese Betrachtungen un-
terhalb der Skala, die sonst für die Gerbung bzw. für Leder eine Rolle spielen. Dort
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Abbildung 2.14: Warm- und Kaltstart als die zwei möglichen Wege der Selbstassem-
blierung von Kollagen, nach Holmes. [33]
liegt immer eine makromolekulare Matrix aus Kollagen und weiteren Bestandteilen
als komplexes Netzwerk vor. Trotzdem sind diese molekularen Untersuchungen von
groÿer Wichtigkeit, da so Interaktionen verstanden werden können. Da das Kollagen
für die Versuche in Lösung, also in einzelnen Monomeren vorliegt, ist die mögliche
Interaktion deutlich gesteigert im Vergleich zur Matrix in der Haut.
2.4.1 Kinetik
Die Kinetik des Reaktionsverlaufs kann in Lag-Phase, exponentielles Wachstum und
Plateauphase unterteilt werden (siehe Abb. 2.15). Dem Anstieg liegt die Fibrillen-
konzentration zugrunde. In der Lösung hat ein Wandel von Monomeren über Mi-
krobrillen hin zu Fibrillen stattgefunden. Die Existenz des Übergangszustandes ist
der Grund für den verzögerten Start, also die Lag-Phase des Reaktionsverlaufes.
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Abbildung 2.15: Standardverlauf der Assemblierungskinetik von Kollagen.
Grau unterlegt sind die Phasen der Reaktion: Lag-Phase, Phase des exponentiellen
Wachstums und Plateauphase.
Mathematisches Modell
Für die präzise Analyse der Kinetiken bzw. deren Vergleich werden mathemati-
sche Betrachtungen herangezogen. Diese beziehen sich auf das Modell, welches von
Tuckermann [34] vorgeschlagen wurde und die Weiterentwicklung bzw. Vereinfa-
chung von dem von Bradt [35] vorgeschlagenen Modell darstellt.
Der Assemblierung liegen drei Konzentrationsverläufe zugrunde, da es sich bei Kol-
lagen um ein über drei Hierarchieebenen aufgebautes Protein handelt. Zum einen ist
das die Abnahme der Monomere in Lösung zugunsten des Übergangszustands der
Mikrobrillen, und schlieÿlich die steigende Fibrillenkonzentration, die als Mess-
gröÿe detektiert wird. Die Konzentrationsverläufe können mit den folgenden drei
Dierenzialgleichungen ausgedrückt werden.
dcmon
dt
= −2k1c2mon − k2cmoncmic
dcmic
dt
= 2k1c
2
mon + k2cmoncmic − 2k3c2mic − k4cmiccfib
dcfib
dt
= 2k3c
2
mic + k4cmiccfib
(2.1)
dcmon . . . Konzentration der freien Monomere,
dcmic . . . Konzentration von Monomeren, die sich in Mikrobrillen benden,
dcmic . . . Konzentration von Monomeren, die sich in Fibrillen benden,
k1−4 . . . Geschwindigkeitskonstanten.
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Die 1. Gleichung beschreibt den Abbau der Monomere zugunsten des Mikrobrillen-
aufbaues mit zwei Termen: Term eins steht für die Bildung von Mikrobrillenkeim-
punkten aus mindestens zwei Monomeren. Im zweiten Term wird die Anlagerung
der Monomere an bereits gebildete Mikrobrillen beschrieben.
Gleichung 2 beinhaltet diese Eekte in positiver Bilanz in den ernsten beiden Ter-
men und zusätzlich die Teilreaktion der Zusammenlagerung von Mikrobrillen zu
Fibrillenkeimpunkten sowie das Anlagern einzelner Mikrobrillen an bereits existen-
te Fibrillen.
Gleichung 3 wiederum hat nur die brillenbetreenden Terme in sich, in entgegen-
gesetzter Bilanz zur 2. Gleichung.
Dass dieser Aufbau immer zwingend über die Mikrobrille geschieht und unter den
vorliegenden Bedingungen während der Assemblierung nicht reversibel ist, ist dabei
grundlegend. Dies kann mit k2=k3=0 veranschaulicht werden. Wie ein Reaktions-
verlauf ohne Zwischenprodukt abläuft, ist in Abbildung 2.16 grasch gezeigt. Diese
modellierte Kinetik weist nicht die experimentell beobachtete Lag-Phase auf.
Abbildung 2.16: Mit den Dierenzialgleichungen 2.1 modellierte Reaktionskinetik
für eine direkte Reaktion ohne Zwischenprodukt. k2=k3=0, Programm: Octave.
Da die kinetische Messung des Reaktionsverlaufs nicht der Kurve der direkten Fi-
brillierung aus Abbildung 2.16 sondern vielmehr der folgenden Darstellung einer
Assemblierung über Mikrobrillen entspricht, bestätigt dies die Existenz eines Über-
gangszustandes.
Die allgemeine, numerische Lösung der Gleichungen mit k1−4 6= 0 ist in Abbildung
2.17 zu sehen.
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Abbildung 2.17: Mit den Dierenzialgleichungen 2.1 modellierte Reaktionskinetik
der Fibrillogenese von Kollagen. k 6= 0, Programm: Octave.
Durch die Modellreaktion und -gleichungen kann prinzipiell mathematisch analysiert
werden, auf welcher Ebene die Wechselwirkung zwischen Kollagen und Gerbsto
stattndet. Die Parameter k1 und k2 beziehen sich auf die Abnahme der Monomer-
konzentration und Mikrobrillenentstehung, während k3 und k4 das Fibrillenwachs-
tum beschreiben.
Die Reaktionskinetik ist die einer typischen Folgereaktion, wo ein Edukt (Monomere)
über ein Zwischenprodukt (Mikrobrillen) zu einem Produkt (Fibrillen) reagiert, wie
sie z. B. in der Online-Chemieenzyklopädie Chemgapedia [36] erklärt ist. Für solche
Systeme sind bei Origin4 Fitfunktionen hinterlegt. Im Analysemodus kann unter
Fitting/nichtlineare Fitfunktion/Boltzmann die Funktion 2.2 gewählt werden.
y = A2 +
A1 − A2
1 + e
x−x0
dx
(2.2)
Durch die Zugabe von Additiven ergeben sich mögliche Veränderungen in der Ki-
netik, wie abnehmende/erhöhte Extinktion und/oder Verschiebungen in der Lag-
Phase. Durch die Anwendung der Boltzmann-Gleichung können Fitparameter er-
mittelt werden, die die unterschiedlichen Assemblierungsverläufe widerspiegeln. Die
Messdaten können damit besser in Relation gesetzt werden. So sind A mit der Pla-
teauhöhe Amax und x0 je nach Kurvenanstieg x(12Amax) variant und können folglich
zur Diskussion beitragen. Die Resultate des Fits werden immer direkt nach der Ki-
4OriginLab Data Analysis and Graphing Software
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netikabbildung im jeweiligen Abschnitt ausgewertet.
Einussparameter
Im Folgenden werden Ergebnisse von einfachen Modellversuchen dargestellt, die da-
zu dienen, den Einuss einzelner Parameter wie Proteinkonzentration, Assemblie-
rungstemperatur und pH-Regime auf die Assemblierung von reinem Kollagen zu
klären und darauf aufbauend die Diskussion des Einusses von Gerbstoen auf die
Assemblierungskinetik erleichtert wird.
Konzentrationsabhängigkeit
Die Konzentration des eingesetzten Kollagens ist so gewählt, dass die Absorbanzen
in einem messtechnisch günstigen Bereich liegen (Absorbanz < 1) und das bril-
lierte Volumen homogen ist. Letzteres bedeutet zum einen genug Kollagen, dass die
Küvettenlösung überall mit Fibrillen durchzogen ist, zum anderen aber nicht zu viel
Kollagen eingesetzt wurde, dass es sedimentiert.
Verschiedene Konzentrationen um die standardmäÿig eingesetzte Menge von 0,2mg/
mL wurden getestet. Mit wachsender Konzentration verringert sich die Lag-Zeit und
die Plateauhöhe steigt. Dieses Resultat ist in Abbildung 2.18 gezeigt.
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Abbildung 2.18: Assemblierungskinetiken bei verschiedenen Kollagenkonzentratio-
nen. T=30 ◦C, Phosphatpuer.
Temperaturabhängigkeit
Abbildung 2.19 zeigt, dass bei allen Temperaturen derselbe Plateauwert angestrebt
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wird und somit ein systematischer Zusammenhang zwischen Fibrillierungsbeginn
und Plateauhöhe ausgeschlossen werden kann. Somit können Lag-Phase und Pla-
teauhöhe als zwei unabhängige Parameter ausgewertet werden. Die Konzentration
wurde konstant bei 0,2mg/mL gehalten. Zu hohe Temperaturen lassen das Protein
denaturieren und zu geringe Temperaturen < 25 ◦C verzögern die Assemblierung un-
nötig bzw. lassen die Monomere gar nicht aneinander lagern. Standardmäÿig wurde
in den folgenden Untersuchungen die Temperatur von 30 ◦C gewählt.
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Abbildung 2.19: Assemblierungskinetiken bei verschiedenen Temperaturen.
c= 0,2mg/mL, Phosphatpuer
Einuss des Puers
Die Erhöhung des pH-Wertes von pH2 auf pH7,4 löst den Fibrillierungsvorgang
aus. Erfolgt dies spontan und sprunghaft durch Zugabe des Assemblierungspuers,
ist die Assemblierung rascher, als wenn der pH zuvor über eine Stufe angehoben
wird. Die Idee einer stufenweisen Anhebung ist durch die Praxis begründet. Die
realen Bedingungen bei der Ledergerbung sollen so besser nachempfunden werden.
In Abbildung 2.20 sind der standardmäÿigen Assemblierung zwei Assemblierungen
gegenübergestellt, bei denen zuvor der pH von 2 auf 4 angehoben wurde. Diese pH-
Stufe wurde zum einen durch Natriumhydrogencarbonat (Natron) und zum anderen
mit Citratpuer realisiert.
Die dunkle Kurve zeigt die Assemblierung ausgehend von einer Kollagenlösung mit
pH2. Die helleren Graphen zeigen die Assemblierung ausgehend von Kollagenlösun-
gen mit pH4.
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Abbildung 2.20: Assemblierungskinetiken bei pH 7,4 nach dem Einsatz verschiedener
Vorpuer. T=30 ◦C, c=0,2mg/mL
Das erreichte Plateau ist bei Assemblierungen mit vorhergehender pH-Stufe nied-
riger. Ob bei pH4 schon ein gewisser Anteil assembliert ist, der dann nicht mehr
detektiert wird, wurde durch eine spektrometrische Messung getestet. Eine Selbstas-
semblierung bei pH 4 konnte somit aber ausgeschlossen werden. Ein möglicher Grund
für die verminderte Plateauhöhe sind die gewissen Schwankung, denen jeder Ansatz
unterliegt. Ob noch weitere Faktoren einen Einuss haben, ist nicht bekannt.
Dass die Reaktionen mit vorheriger pH-Stufe z. T. viel langsamer sind, ist der gerin-
geren Puerstärke durch das verbleibende, kleinere Volumen geschuldet. Auch die
Wahl des Puers beeinusst die Kinetik stark, wie aus dem Vergleich der zwei As-
semblierungen mit pH-Stufe abzulesen ist. Der Einsatz von Carbonatpuer verzögert
die Fibrillierung etwas, Citratpuer hingegen stark.
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Materialien und Methoden
3.1 Chemikalien
Im Folgenden sind alle Chemikalien tabellarisch aufgeführt, die in den Experimenten
genutzt wurden.
Lösungen oder Verdünnungen wurden mit bidest. H2O hergestellt.
Name Formel Hersteller
Native Calf Skin IBFB Pharma
Collagen Type I GmbH, Leipzig
PureCol Nutacon BV, NL
Bovine Collagen Type I
Dikaliumhydrogenphosphat K2HPO4 · 3 H2O Merck
Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 Merck
Natriumchlorid NaCl J. T. Baker
Salzsäure, rauchend HCl Sigma-Aldrich
Tabelle 3.1: Allgemeine Chemikalien.
Das den Experimenten zugrunde liegende, bovine Kollagen Typ I musste ungünsti-
ger Weise im Untersuchungszeitraum gewechselt werden, da die Bezugsquelle nicht
mehr zur Verfügung steht. Der Wechsel des Kollagens ist dahingehend problema-
tisch, da bereits bei verschiedenen Chargen eines Herstellers Unterschiede im Assem-
blierungsverhalten zu verzeichnen sind. Erst wurde das als tiefgefrorener Feststo
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gelieferte Kalbskollagen von IBFB Pharma benutzt, als Ersatz dann das schon in
HCl gelöste PureCol-Kollagen, das etwas langsamer brilliert. Alternative Lieferan-
ten, wie Sigma, Fluka oder das Forschungsinstitut für Leder und Kunststobahnen
Freiberg (FILK) haben eine deutlich abweichende Qualität bezüglich der Assemblie-
rungseigenschaften, so beträgt die Zeit für die Fibrillierung teilweise mehr als eine
Stunde oder es assembliert nicht kontinuierlich. Bei beiden benutzten Kollagenen
konnten reproduzierbare Relativaussagen sichergestellt werden.
Kollagen wurde in 10mM HCl auf 0,4 oder 3,0mg/mL konzentriert und so einge-
setzt, dass in der letztendlichen Assemblierungslösung 0,2mg im Reaktionsvolumen
von 1mL enthalten sind.
Da Kollagen eine Molekülmasse von 300 kDa hat, was 300 000 g/mol entspricht, be-
nden sich 0,7 · 10−3 µmol in der Assemblierungslösung von 1mL. Die Angabe in
µmol/mL wird für die zugesetzten Substanzen analog gewählt und dient der besse-
ren Vergleichbarkeit.
Bei dem 0,5M Puer, der zur Assemblierung benutzt wird, handelt es sich um einen
Phosphatpuer mit folgender Rezeptur:
9,32 g K2HPO4 · 3H2O,
1,124 g KH2PO4,
1,521 g NaCl,
100mL H2O (bidest.).
Die Salzsäure wurde entsprechend verdünnt, um 3M, 100mM, und 10mM HCl zu
erhalten. Letztere hat einen pH von 2.
Name Formel Hersteller
Chrom(III)oxid Cr2O3 VWR
Chromsulfat Cr2(SO4)3 · 10 H2O Alfa Aesar
Chromitan® B Cr(OH)SO4 BASF
Chromitan® FM Cr4(OH)6(SO4)3 BASF
Tabelle 3.2: Liste der verwendeten Chromverbindungen.
Bei den eingesetzten Chromverbindungen handelt es sich bei Chromoxid um eine
wasserunlösliche Spezies, die nicht weiter benutzt werden konnte, da die Experimente
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im Wässrigen ablaufen. Cr2O3 wird aber als Referenz für die eingesetzte Konzentra-
tion benutzt. Beide Chromitane® sind grüne Pulver, die recht gut wasserlöslich sind.
Zur Charakterisierung werden Prozent Chromoxid und die Basenstärke angegeben.
Für Chromitan® B sind das 26% Chromoxid (Bezugsgröÿe) und eine Basizität von
34%. Chromitan® FM dagegen besitzt 24% Chromoxid und 40% Basizität.
In der Reihe der (Di-)Aldehyde sind nur Formaldehyd, Glyoxal und Glutaralde-
hyd handelsüblich. Malondialdehyd und Succinaldehyd sind nicht erhältlich. Adi-
paldehyd konnte synthetisiert gekauft werden, Malondialdehyd und Succinaldehyd
mussten eigenständig hergestellt werden. Dazu lag das US-Patent 4336248 zugrun-
de, was eine Mischung von 1mL Malondialdehydbisdiethylacetal mit 2mL 1M HCl
vorschlägt, die bei Erreichen der Klärung der Emulsion Propandial erzeugt. Analog
dazu kann Succinaldehyd aus 2,5-Dimethoxytetrahydrofuran erzeugt werden. [37]
Beide Reaktionen aus den Patent konnten nachvollzogen werden, sodass stets fri-
sche Lösungen von Malondialdehyd und Succinaldehyd benutzt werden konnten.
Name Formel Hersteller
Formaldehydlösung 37%ig
  
O
O
O
O                       O O O
O O
O OOO
O
O O
O
O
Sigma
Glyoxallösung 40%ig
  
O
O
O
O                       O O O
O O
O OOO
O
O O
O
O
Merck
1,1,3,3-Tetraethoxypropan
  
O
O
O
O                       O O O
O O
O OOO
O
O O
O
O
Aldrich
für Synth. von Malondialdehyd
2,5-Dimethoxytetrahydrofuran
  
O
O
O
O                       O O O
O O
O OOO
O
O O
O
O
Merck
für Synth. von Succinaldehyd
Glutaraldehydlösung 25%ig
  
O
O
O
O                       O O O
O O
O OOO
O
O O
O
O
Bestand, vmtl.
Alfa Aesar
Adipaldehyd
  
O
O
O
O                       O O O
O O
O OOO
O
O O
O
O Bepharm Ltd
Shanghai, CN
Tabelle 3.3: Liste der verwendeten Dialdehyde bzw. der Substanzen für deren Syn-
these.
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Parallel zu den Namen wird im Text auch die Kohlenstoanzahl verwendet: Formal-
dehyd (C1), Glyoxal (C2), Malondialdehyd (C3), Succinaldehyd (C4), Glutaraldehyd
(C5) und Adipaldehyd (C6).
Name Formel Hersteller
Formaldehydlösung Sigma
Harnsto1 Fluka
Phenol BDH Prolabo
Brenzcatechin Bestand
Pyrogallol Altbestand2
Phenolsulfonsäure Ph.-SO3H Aldrich
Tabelle 3.4: Benutzte Chemikalien für die Untersuchung der Bausteine der (Poly-)
Phenolkondensate.
Die Kondensate, oder auch Syntane genannt, wurden stöchiometrisch pro Phenolring
in ihrer Konzentration berechnet, um nicht primär die Kettenlänge zu betrachten.
Die dunkle Färbung (bei Brenzcatechin- und Pyrogallolkondensaten) spricht gene-
rell gegen eine groÿtechnische Nutzung der Polyphenolkondensate und erschwert
die spektrometrische Analyse. Über Gel-Permeations-Chromatographie wurden fol-
gende Molekülgröÿen ermittelt: Bei den Phenolkondensaten 6600 g/mol für PW09-
033 und 2000 g/mol für MV09-074, 500 g/mol für das Brenzcatechinkondensat und
320 g/mol für das Pyrogallolkondensat. Zur Gerbung benutzt wird PW09-033. Kon-
densat MV09-074 gerbt nicht, wird aber als Dispersionssto verwendet.
1=Urea
2VEB Jenapharm-Laborchemie Apolda
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Name Formel Hersteller
Phenolkondensate
PW09-033 Basyntan® DLE
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Tabelle 3.5: Auistung der synthetisierten Polyphenolkondensate.
3.2 Assemblierung
Die Selbstassmblierung von Kollagen beschreibt, wie im Abschnitt 2.4 schon genauer
erläutert, das Zusammenlagern der Kollagenmonomere über den Übergangszustand
der Mikrobrillen zu Fibrillen. Für die experimentelle Umsetzung werden dabei fol-
gende Standardbedingungen gewählt:
 Proteinkonzentration 0,2mg/mL,
 Temperatur 30 ◦C,
 0,5M Phosphatpuer.
Wenn nichts anderes angegeben ist, werden diese Parameter verwendet.
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3.3 UV/Vis-Spektroskopie
Hierbei handelt es sich um eine optische Analysemethode, die Lichtstreuung, -absorption
und Lumineszenz auswertet. Der spektrale Bereich des UV/Vis umfasst die sichtba-
re und die UV-Strahlung von 800 bis 200 nm. Abbildung 3.1 zeigt das Spektrum im
interessierenden Bereich.
  
200       300       400       500       600       nm        800
sichtbarUV
Abbildung 3.1: UV/Vis-Bereich des elektromagnetischen Spektrums.
Der UV-Bereich geht unter 200 nm weiter, aber dort absorbiert bereits Luft, so-
dass dies nicht praktikabel ist. Die andere Grenze, 800 nm, ist der Übergang zum
Infrarot-Bereich, der mit anderen Geräten ebenfalls gemessen werden kann. Die
UV/Vis-Spektroskopie beruht auf dem Unterschied zwischen eingestrahltem und
detektiertem Licht. Quantizieren lässt es sich mit dem Lambert-Beerschen Gesetz:
E(λ, t) = −lnI(t)
I0
= c · d · ε(λ). (3.1)
E . . . Extinktion oder Absorbanz,
λ . . . Wellenlänge,
t . . . Zeit,
I0 . . . Intensität des eingestrahlten Lichtes,
I . . . Intensität des abgeschwächten Lichtes,
c . . . Konzentration der Lösung,
d . . . Schichtdicke der Küvette,
ε . . . Extinktionskoezient.
Bei der logarithmischen Gröÿe Extinktion ist wichtig zu verstehen, dass Werte grö-
ÿer als 2 weniger als 1% des Lichtes zum Detektor durchlassen. Spektren sollten
daher deutlich darunter liegen, um gut verwertbare Signale zu erhalten.
Die mit einer Xenonlampe erzeugt elektromagnetische Strahlung wird mittels Mo-
nochromator gezielt auf bestimmte Wellenlängen reduziert und kann mit den zu
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messenden Substanzen spezisch wechselwirken. Es können charakteristische Ab-
sorptionsbanden durch z. B. ungesättigte Bindungen, Fluoreszenz oder Lumines-
zenz auftreten. Der Extinktionskoezient ε ist sto- und wellenlängenabhängig
und somit liefert ein Spektrum qualitative, in gewissen Grenzen sogar quantitative
Aussagen. Die Analyse spezischer Peaks ist die übliche Anwendung der UV/Vis-
Spektroskopie.
Bei der Bestimmung der Fibrillenkonzentration ist zu beachten, dass bei Kollagen
bei 280 nm kein Peak vorhanden ist, da es kein Tryptophan enthält. Dieser Peak
wird sonst standardmäÿig zur Proteinbestimmung verwendet. Zwischen 200 nm und
220 nm weist es aber durch die π → π∗ und n → π∗ Übergänge an den Peptid-
bindungen einen Peak auf, siehe Abbildung 3.2. Dieser ist aber unabhängig davon,
ob Kollagen als Monomer oder Fibrille vorliegt. Daher kann er zur Auswertung der
Assemblierung nicht genutzt werden.
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Abbildung 3.2: Kollagen besitzt in der Absorbanz einen Peak bei 204 nm, der durch
die Peptidbindung begründet ist.
Mit dem UV/Vis-Spektrometer können aber auch unspezische Gröÿeneekte, wie
im vorliegenden Fall der Kollagenassemblierung, detektiert werden. Abbildung 3.3
zeigt die Streuzunahme bei der Assemblierung. Die Messwellenlänge kann nun sub-
jektiv im UV-Bereich gewählt werden. Der Bereich 400800 nm ist zwar auch mög-
lich, die Signalintensität nimmt aber stetig ab, sodass die Messung dort nicht günstig
ist. Zudem ist zu beachten, dass der Gerbsto in dem ausgesuchten Wellenlängen-
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bereich kein eigenes Signal besitzen sollte. In den durchgeführten Experimenten ist,
soweit nicht anders angegeben, bei 340 nm gemessen worden. Das Licht wird da-
bei von den Monomeren nicht, von gröÿeren Agglomeraten wie den Fibrillen aber
zunehmend gestreut.
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Abbildung 3.3: Die Kollagenassemblierung wird unspezisch bei subjektiv gewählten
340 nm detektiert.
Dass dieses Signal wirklich mit der Assemblierung korreliert, konnte in Voruntersu-
chungen mit der Bradford-Methode bestätigt werden. Dabei wird die Probenlösung
zentrifugiert (1000 g, 5min) und die Proteinkonzentration im Überstand photome-
trisch analysiert. [38]
Allgemein werden üssige Proben vermessen, die sich in einer Küvette benden.
Absorption von Lösungsmittel und Reexionsverluste am Phasenübergang der Kü-
vette müssen z. B. mittels Referenzmessung des Hintergrunds berücksichtigt wer-
den. In den Experimenten wurden Durchuss-Quarzglas- und Standard-Einweg-
Polymethylmethacrylat (PMMA)-Küvetten benutzt. Schon seit den 1940er Jahren,
als Cary und Beckman gegründet wurde, ist diese optische Methode Standard in
den Laboren. Bei dem hier eingesetzten Gerät handelt es sich um ein Cary®50 der
Firma Varian.
Als Probenhalter stehen ein Einzelmessaufsatz und ein temperaturregelbarer Pro-
benwechsler mit 18 Positionen zur Verfügung. Zur Assemblierung wird das Gerät
auf 30 ◦C gebracht und die Messung der Probe bzw. mehrerer, paralleler Proben
erfolgt.
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3.4 Rasterkraftmikroskopie
AFM ist eine bildgebende mikroskopische Methode, die eine nötige Ergänzung zur
Spektroskopie ist. Die dort erzielten Ergebnisse können nur in Kombination mit
AFM-Aufnahmen verstanden werden. Bei den hier gezeigten Untersuchungen wurde
ein NanoScope IIIa von Digital Instruments (Santa Barbara, USA) benutzt. Die
anschlieÿende Bildbearbeitung wurde mit der WSxM Scanning Probe Microscopy
Software durchgeführt. [39]
3.4.1 Probenvorbereitung
Für die Bildentstehung ist es wichtig, dass die Probe auf einer glatten Oberä-
che aufgebracht wird. Dazu wird Glimmer als Substrat benutzt, dessen oberste
Schichten der Oberäche kurz vor der Präparation frisch abgezogen werden. Die
Probe wird als Tropfen aufgebracht und adsorbieren gelassen. Zeiten dafür sind für
Monomeruntersuchungen (30 s5min) anders als bei der Betrachtung von Fibrillen
(30min60min), was dem Umstand geschuldet ist, dass die Fibrillen direkt auf dem
Substrat bei 30 ◦C und in feuchter Atmosphäre assembliert werden. Es folgt das
Abziehen der Reaktionslösung und ein Waschschritt. Sobald die Probe trocken ist,
kann sie im intermittierenden Modus an Luft untersucht werden. Die Betrachtung in
einer Flüssigzelle ist auch möglich. Dies wurde bei den vorliegenden Experimenten
nicht als nötig bzw. mehr Informationen liefernd erachtet, sodass an Luft gemessen
wurde.
3.4.2 Funktionsweise der Rasterkraftmikroskopie
Eine schwingende Spitze (tip) wird durch einen piezoelektrischen Kristall linienför-
mig über die Probe bewegt. Ein Laser strahlt auf die Spitze und das reektierte
Licht wird in einem 4-Segment-Detektor gemessen. Abbildung 3.4 zeigt das Funk-
tionsprinzip schematisch. Unterschiede in der Schwingung (Tapping-Modus) wer-
den als Fehlersignal der Amplitude detektiert und können in Höhenunterschiede der
Oberäche zurückgerechnet werden. Die Ausgabe ist in Amplituden- und Höhenbild
möglich. Ersteres ist für die grasche Darstellung am geeignetsten. Soll aber die Hö-
he bestimmt werden, greift man auf das Höhenbild zurück. Diese Methode erlaubt
die Untersuchung der Probe an Luft und ohne zusätzliche Beschichtung, was einen
Vorteil z. B. gegenüber Rasterelektronenmikroskopie (REM) darstellt.
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Abbildung 3.4: Aufbau und Funktionsprinzip des AFM
3.4.3 Rasterkraftmikroskopische Abbildungen
Kollagenmonomere, also die Tripelhelices, sind in Abbildung 3.5 abgebildet, assem-
blierte Fibrillen in Abbildung 3.6. Die Strukturierung der Fibrillen ist charakteris-
tisch.
Abbildung 3.5: AFM-Abbildung
von Monomeren mit l= 300 nm und
Ø=1,4 nm.
Abbildung 3.6: AFM-Abbildung einer
Fibrille mit der typischen Streifung
D=67 nm.
Auch die Existenz der Mikrobrillen kann mittels AFM belegt werden. So sind in
den Abbildungen 3.7 und 3.8 die Höhen der Kollagenstrukturen gemessen und der
Unterschied von 3Å bei Monomeren zu 8Å ist eindeutig. Dass die Monomerhöhe
nicht 1,4 nm beträgt, wie in der Literatur beschrieben, liegt an der Präparation
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an Luft. Die Strukturen trocknen an der Glimmeroberäche und werden dort vom
Meniskus des Restwassers achgedrückt.
Abbildung 3.7: AFM-Abbildung von
Monomeren mit Höhenprol, h=3Å.
Abbildung 3.8: AFM-Abbildung einer
neugebildeten Fibrille mit Mikrobril-
len in der Anlagerung, h=8Å.
Ist natives Kollagen, also Haut/Leder, von Interesse, so kann eine Faser aus dem
Material herauspräpariert, und auf dem Halter befestigt werden. Hierbei eine gute
Bildqualität zu erhalten ist jedoch vielfach schwieriger, da der Höhenunterschied
vielerorts zu groÿ ist. Die Wechselwirkung zwischen Spitze und Oberäche geht
verloren, siehe dazu das Schema in Abbildung 3.9. Zum einen kommt die Spitze
am Cantilever nicht tief genug in die Senke, wenn die Topograe zu schro/eng ist.
Andererseits kann es zu einem nicht messbaren Bereich kommen, wenn Kanten sehr
steil sind. In Abbildung 3.10 ist eine exemplarische Aufnahme einer solchen Probe
gezeigt.
Die typische Kollagenstreifung ist zu erkennen, 30% des Bildes sind aber unbrauch-
bar, da die Entfernung zwischen Spitze und Probe zu groÿ geworden ist. AFM ist
für Lederanalysen nicht die geeignete Methodik. Andere bildgebende Verfahren wie
REM (siehe Kapitel 3.6) oder TEM (siehe Kapitel 3.7) müssen dafür in Betracht
gezogen werden.
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Abbildung 3.9: Schematische Darstel-
lung des Problems des Kontaktverlus-
tes bei AFM von Leder.
Abbildung 3.10: Rasterkraftmikrosko-
pische Abbildung von herauspräparier-
ten Fasern von Leder.
3.5 Deassemblierung
Die in Abschnitt 2.4 beschriebene Assemblierung ist unter geeigneten Bedingungen
auch in der Rückrichtung möglich (siehe Pfeilschema), wenn auch wahrscheinlich
nicht über die Zwischenstufe der Mikrobrillen. Das gegenläuge Verfahren wird als
Deassemblierung deniert und überführt Kollagenbrillen in Monomere.
Monomere
Assemblierung−−−−−−−−→
pH↑,30 ◦C
Fibrillen
Deassemblierung−−−−−−−−−−−−→
pH↓,Raumtemperatur
Monomere
Die Zerlegung der Fibrillen durch einen Säureaufschluss in einzelne Monomere wird
analog bei der Gewinnung von Kollagen aus Häuten genutzt. Interessant ist die-
ser Reaktionsschritt, da sich dadurch eine weitere Messgröÿe ergibt. Zusätzlich zur
Kinetik der Assemblierung und der Morphologie der Assemblate können nun noch
Informationen über die Stringenz der Bindung erhalten werden. Es kann verglichen
werden, wie stark der Zusatzsto vernetzt hat, indem entsprechend weniger Kolla-
gen durch die Säure abgespült werden kann.
Da die Detektion vom wieder gelöstem Kollagen nicht in situ möglich ist, wer-
den zwei getrennte Probenkammern benutzt. Eine für die assemblierten Fibrillen
und eine weitere zur Messung des gelösten Kollagengehalts. Diese sind über ein
Schlauchsystem miteinander verbunden. Abbildung 3.11 stellt diesen Versuchsauf-
bau dar. Das Gesamtvolumen beträgt 4,8mL. Die benutzte Assemblierungsküvette
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erfordert ein Reaktionsvolumen von 2mL. Bei einem konstanten Verhältnis von Kol-
lagen und zugesetztem Additiv ist die Assemblierungsmatrix folglich 50% niedriger
konzentriert. Im Fluss werden die Fibrillen von 100mM HCl umspült und so die Mo-
nomere abgeschmolzen. Dass das Kollagen beim Einsatz von der Salzsäure noch
nicht denaturiert, ist wichtig und wurde in vorangehenden Untersuchungen bereits
durch Reassemblierung getestet. [38]
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Abbildung 3.11: Versuchsaufbau für die Deassemblierung.
Die Detektion des abgelösten Kollagens erfolgt spektrometrisch über den Peptidge-
halt. Dieser wird standardmäÿig photometrisch bei 280 nm (Tryptophan) gemessen.
Kollagen enthält diese AS aber nicht, sodass am unteren Rand des Spektrums ge-
messen wird. Bei 204 nm bendet sich ein Peak, der von den Peptidbindungen her
wirkt, siehe Abbildung 3.2. Komplexer wird das System hierbei dadurch, dass sich
meist nicht nur Kollagen im Fluss bendet, sondern auch ein Gerb- oder Zusatzsto,
der um 204 nm keine starke, eigene Absorption aufweisen darf. Kommt es dennoch
zu einer Überlagerung, so muss diese beachtet, eventuell subtrahiert, werden. Um
dies zu kontrollieren, wird nicht ausschlieÿlich bei der einen Wellenlänge gemessen,
sondern jeweils ein ganzer Bereich (200300 nm), um den Peak eindeutig auf das
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Protein zurückführen zu können.
Bei einer Flussrate von 28µL/s wird aller 10min ein Messwert aufgezeichnet. Das
Intervall von 10 Minuten begründet sich aus der Zeit, die für die komplette Durch-
mischung des Volumens nötig ist (experimentelle Bestimmung, siehe Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Kontinuierliche Messung des Proteingehaltes in der Messküvette
des Deassemblierungssystems bei einmaliger Zugabe von Kollagen. Eine homogene
Durchmischung des Volumens ist bei einem Durchuss von 28µL/s nach 10min
erreicht.
Steigt das Proteinsignal an, bendet sich zunehmend mehr Kollagen im Fluss. Dieser
Prozess ist in Abbildung 3.13 dargestellt. Diese Zunahme wird als Intensitätsmaxi-
mum (bei 204 nm) über der Zeit aufgetragen, siehe Abbildung 3.14. Zur Kontrolle,
ob es sich dabei um Monomere handelt, die nicht denaturiert sondern noch intakt
sind, wird stichprobenartig reassembliert und AFM-Untersuchungen werden durch-
geführt.
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Abbildung 3.13: Zunahme der Kolla-
genkonzentration im Fluss, erkennbar
durch den wachsenden Peptidpeak.
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Abbildung 3.14: Zunahme der Kolla-
genkonzentration im Fluss, Höhe des
Peptidpeaks über der Zeit.
Weist ein Additiv, wie im Fall von Phenol, im Messbereich einen zu starken, eige-
nen Peak auf, sodass die Deassemblierung nicht mit UV/Vis-Spektroskopie verfolgt
werden kann, könnte alternativ auf dynamische Lichtstreuung (DLS) nach Stokes-
Einstein (siehe Gleichung 3.2) übergegangen werden. Dabei wird die Gröÿe und
Menge der abgelösten Moleküle bzw. Agglomerate detektiert:
d(H) =
k ∗ T
2 ∗ π ∗ η ∗D
(3.2)
d(H) . . . hydrodynamischer Durchmesser
k . . . Boltzmannkonstante
T . . . absolute Temperatur
η . . . Viskosität
D . . . translationaler Diusionskoezient
Dies ist aber nicht anwendbar, da viele Parameter dagegen sprechen:
 Messung im Fluss,
 Polyphenole stören,
 Kollagen wurmartig und nicht kugelförmig,
 Konzentration und Volumen zu gering.
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3.6 Rasterelektronenmikroskopie
Für detaillierte Abbildungen von Leder kann REM eingesetzt werden. Die Probe
wird mit Kohlensto oder Gold bedampft und mit Leitsilber kontaktiert. Abbildun-
gen sind im Gegenteil zu AFM-Aufnahmen problemlos möglich, und sie sind für den
Überblick sehr geeignet. Die erreichbare Vergröÿerung liegt im Bereich von der des
AFM, hier allerdings mit einer zusätzlichen oberächlichen Schicht, die für detaillier-
tere Erkenntnisse, wie die Kollagenunterstreifung nicht günstig ist. Die Abbildungen
aus 3.15 veranschaulichen, dass die Höhenunterschiede in den herauspräparierten
Lederfasern kein Problem darstellen. Die D-Periodizität ist bei genauem betrachten
ansatzweise, eine Substrukturierung aber nicht erkennbar. Für noch detailliertere
Untersuchungen ist Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) die nötige Metho-
de.
Abbildung 3.15: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Leder.
3.7 Transmissionselektronenmikroskopie
TEM ist eine bildgebende Methode, bei der der direkte Vergleich von in vitro und
in vivo durchgeführt werden kann. Es ist möglich, die üssige Probe auf ein Träger-
netzchen aufzubringen, aber auch die Option Leder einzubetten, es zu schneiden und
den erhaltenen Dünnschnitt zu betrachten besteht. Zudem ermöglicht TEM deutlich
höhere Auösungen als die zuvor beschriebenen Methoden der AFM und REM.
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3.7.1 Prinzip und Funktionsweise
Die Abbildung eines Präparates mit dieser Technik beruht auf der Ablenkung und In-
teraktion von Elektronen. Die Probe wird durchstrahlt und die passierten Elektronen
werden detektiert. Dazu werden in der Quelle Elektronen extrahiert, beschleunigt
(Spannung am benutzten Gerät: 200 keV) und in einem gebündelten Strahl durch
die Probe geleitet. Magnetische Felder wirken hier analog Linsen bei optischen Mi-
kroskopen. Blenden kann man zusätzlich zur Optimierung der Bildqualität und zur
Schonung der Probe vor Strahlschäden einsetzen. Der gesamte Strahlengang ben-
det sich unter Ultrahochvakuum um die Elektronen ungehindert passieren zu lassen.
In Abbildung 3.16 ist ein Libra200 von Zeiss, wie es eingesetzt wurde, gezeigt.
Abbildung 3.16: Foto des Transmissionselektronenmikroskops Libra200 von Zeiss.
[40]
Einige Mikroskope können auch im HAADF/STEM-Modus betrieben werden. Dabei
wird die Probe punktförmig abgerastert, Scanning-TEM. Das Signal wird per Dun-
kelfeld (DF) mit einem kranzförmigen (HAA) Detektor aufgenommen. Besonders
geeignet ist diese Methode für die Detektion kleiner Cluster von schweren Metallen
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in einer Matrix von leichteren Elementen. [41] Diese Untersuchungen wurden beim
Kooperationspartner durchgeführt.
3.7.2 In-vitro-Probenpräperation und Staining
Auf einem Kupfer-Netzchen, das mit Formvar und einem Kohlelm bezogen ist
(Cu-C Grid von Plano GmbH) wird 30min die Assemblierungslösung aufgebracht.
Nach dem Abziehen der Flüssigkeit und einem Waschschritt kann die Probe ge-
staint werden, um den Kontrast zu erhöhen. Dieses Nachkontrastieren ist bei bio-
logischen Proben empfehlenswert. Dazu wird für 10 s ein Tropfen einer 2%igen
Uranylacetat (UA)-Lösung3 auf das Grid gegeben. Das schwere und somit kon-
trastreiche Uranyl lagert sich an der Probe als Negativkontrastierung an. Ebenso
kann mit Uranylformiat (UF)-Lösung kontrastiert werden, das, da es aus kleineren
Molekülen besteht, noch feinere Strukturen sichtbar macht. Diese beiden Staining-
varianten sind in Abbildung 3.17 vergleichend gezeigt.
Das als Stain theoretisch ebenso nutzbare Chrom erzielt in der Auftropfmethode kein
vergleichbar gutes Ergebnis. Es sind die Fibrillen erkennbar, eine Streifung jedoch
nur zu erahnen. TEM-Untersuchungen von Leder, das mit Chrom gegerbt wurde,
folgen im Abschnitt 4.1.4.
Bei Abbildung 3.18 ist zu bemerken, dass das Chrom erst nach der Assemblierung
über die Probe gespült wurde und es sich hierbei nicht um mit Chrom assemblierte
Fibrillen handelt.
Noch eine weitere Stainingmöglichkeit sind Goldnanopartikel (AuNP), wie von Har-
ris und Reiber beschrieben. [42] Bei deren Versuchen ist mit 115 nm AuNP gear-
beitet worden und eine Querstreifung erkennbar, siehe Abbildung 3.19. Anders zeigt
sich die Streifung bei den eigenen Experimenten mit 5 nm AuNP versetzten Fibril-
len. Eine Längsstreifung ist zu erkennen, siehe Abbildung 3.20. Die AuNP werden
erst nach der Assemblierung zugegeben. Um den Hintergrund zu minimieren wird
zusätzlich noch ein Dialyseschritt zwischengeschoben.
Zusammenfassend für die mikroskopischen Methoden lässt sich sagen, dass die Auf-
lösung bei TEM deutlich besser als bei AFM oder REM ist und es kann sogar eine
Substreifung innerhalb der 67-nm-Periode beobachtet werden.
3sehr giftig, umweltgefährlich, radioaktiv
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Abbildung 3.17: Transmissionselektronenmikroskopische Abbildung von assemblier-
tem Kollagen, gestaint mit 2% UA- (groÿes Bild) bzw. 0,1% UF-Lösung (Inset).
In den Bildern ist die Unterstreifung innerhalb einer 67-nm-Periode, die durch die
Dekoration mit UA bzw. UF ersichtlich wurde, zusätzlich markiert. Die Abstände
sind verschieden und betragen 20 nm bzw. 10 nm.
Abbildung 3.18: Transmissionselektronenmikroskopische Abbildung von assemblier-
tem Kollagen, nachträglich mit Chromlösung gestaint.
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3.3. Colloidal gold labelling of type I collagen fibrils
The ability of type I collagen fibrils to bind chemically
reactive (unconjugated) colloidal gold particles was shown in
our earlier work, directed towards producing a continuous
gold coating on the surface of collagen fibrils (Reiber et al.,
2007). With the smaller diameter, 2 nm and 5 nm colloidal
gold particles, discrete and ordered binding of gold to
collagen was detected, which is less obvious with gold colloid
of larger size. Here, we have utilized the ability of collagen
fibrils prepared in the presence of neutral pH phosphate- and
Tris-buffered 150 mM saline, and 50 mM Tris alone, to
discriminate between the characteristic striated D-banded
fibrils and the deviant fibrils that possess an oblique banding
pattern.
3.3.1. Gold labelling of D-banded collagen fibrils
Type I collagen fibrils, formed at neutral pH phosphate or
Tris–HCl buffer in the presence of 150 mM NaCl, displaying
the characteristic D-banding, rapidly adsorb chemically
reactive colloidal gold, producing a red flocculate with
decolorization of the surrounding solution. The surface
distribution of gold label on the collagen is site-specific rather
than randomly distributed, as shown in Fig. 15 with 5 nm
colloidal gold particles, and this is even more pronounced with
2 nm gold particles (Fig. 16). However, owing to steric
hindrance, no convincing gold banding is apparent when 10 nm
or larger gold particles are used (Fig. 17). The periodic
interaction of the chemically reactive colloidal gold on the
surface of the collagen fibrils, with respect to the 67 nm striated
banding of the collagen, indicates that individual amino acid
side chains (yet to be defined) of the elongated collagen
molecules participate in the site-specific adsorption of gold.
Gold labelling of collagen with our laboratory-synthesized
1 nm to 2 nm colloidal gold (Fig. 18) produced essentially the
same result as the commercial 2 nm colloidal gold (Fig. 16), but
without any significantly increased level of resolution with
respect to the gold banding, as might be expected by the use of
smaller colloidal gold particles.
J.R. Harris, A. Reiber / Micron 38 (2007) 513–521518
Fig. 13. Acetic acid-soluble collagen type I following addition of 50 mM Tris–
HCl at pH 8.0. The specimen region shown contains only the smooth flexuous
collagen fibrils, which show little or no periodic structure, due to the loose
association of the collagen molecules within the sub-fibril bundles. Negatively
stained with 2% uranyl acetate. The scale bar indicates 200 nm.
Fig. 14. Acetic acid-soluble collagen type I following addition of Tris–HCl
buffer at pH 9.0. Highly disordered flexuous loosely-associated fibrillar aggre-
gates of varying width are shown, which display no linear periodicity. Nega-
tively stained with 2% uranyl acetate. The scale bar indicates 200 nm.
Fig. 15. Unstained collagen type I D-banded fibrils, formed in the presence of
phosphate-buffered 150 mM NaCl at pH 7.0, with dialysis against 5 mM Tris–
HCl, pH 7.0. Subsequent addition of chemically reactive 5 nm colloidal gold
particles leads to transverse surface labelling of the collagen fibres, which in
places exhibits distinct regularity. Note that no colloidal gold particles remain
on the background. The scale bar indicates 300 nm.
Fig. 16. Unstained collagen type I D-banded fibrils, formed in the presence of
phosphate-buffered 150 mM NaCl at pH 7.0, with dialysis against 5 mM Tris–
HCl, pH 7.0. Addition of chemically reactive 2 nm colloidal gold particles
produces periodic labelling of the D-banded collagen fibres. No free colloidal
gold particles remain on the background, indicating complete adsorption of the
gold by the protein. The scale bar indicates 200 nm.
Abbildung 3.19: TEM-Abbildung von
Kollagenb illen, gestaint mit 5 n
AuNP. [42]
Maÿbalken 300 nm.
Abbildung 3.20: TEM-Abbildung von,
analog zur Literatur, selbst präparier-
ten Kollagenbrillen, gestaint mit 5 nm
AuNP.
3.7.3 Ultramikrotomie für die In-vivo-Präparation
Das Leder in seiner nativen Form, als Fasergeecht, mittels TEM anzuschauen bie-
tet die Mög ichkeit zum direkten Vergleich zwischen in vitro und in vivo. Mit TEM
ist es möglich, Assemblate und Fasern mit derselben bildgebenden Methode zu un-
tersuchen.
Um die Streifung besond rs gut zu se en, wurden diesbezügliche Untersuchungen
vielfach mit segment long spacing (SLS) Kristallen durchgeführt. [43] SLS sind Kol-
lagenmonomere, die parallel und ohne Versatz agglomeriert sind. Da das aber nicht
nativ und somit nur bedingt aussagekräftig ist, wurde bei den hier durchgeführten
Experimenten mit kleinen Hautstücken gearbeitet.
Um aus Hautfasern dünne, TEM-fähige Proben zu erhalten, müssen folgende drei
Schritte nacheinander durchgeführt werden:
 Einbetten,
 Trimmen,
 Schn iden.
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Dabei wurde von der Standardeinbettpräparation für organische Proben:
 Staining mit Osmiumoxid4,
 stufenweise Entwässerung mit Aceton,
 Uranylacetatstaining,
 Inltration mit Harz,
 Aushärtung bei 55 ◦C
abgewichen, da der Schritt der Entwässerung einem Wasch- bzw. Neutralisations-
schritt entspricht, und so der Eekt der Additive verändert wird. Es wird auf ein
direktes Einbetten von im Ofen bzw. schonender im Exsikkator getrocknetem Haut-
pulver mit EpoFix bei Raumtemperatur mit anschlieÿendem UA-Staining ausgewi-
chen. Abbildung 3.21 zeigt den Unterschied beider Methoden. Links das deutlich
kontrastschwächere Bild, das mit der langwierigen Standardprozedur erzeugt wurde
und rechts das eindeutig bessere Ergebnis der direkteren EpoFix-Methode.
Abbildung 3.21: TEM-Abbildungen von Hautpulver mit verschiedenen Einbett-
bzw. Stainingmethoden, links: OsO4-Staining, Entwässerung, UA-Staining, 5-
Komponentenharz, 55 ◦C und rechts: 2-Komponentenharz, Raumtemperatur, UA-
Staining.
4sehr giftig; mögliches Kontrastmittel, besonders für organische Proben geeignet
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Auch ein Vergleich zu Abbildungen in der Literatur belegt das gute Ergebnis der
EpoFix-Methode. Die Abbildung der Hautpulverprobe ohne Zusatz (Abbildung 3.22,
links) gelingt im Vergleich zur Abbildung einer nativen Kollagenbrille in der Lite-
ratur (rechts) ebenso gut.
Abbildung 3.22: Selbst erstellte TEM-Abbildung von Hautpulver (rechts) im Ver-
gleich zu einer nativen, negativ gestainten Kollagenbrille aus der Literatur (links).
[44]
Dazu werden einzelne Lederfasern aus dem Material herauspräpariert und dann
auf einen Epoxidharzblock gelegt und mit einem Tropfen des Harzes xiert. Das
Harz (EpoFix-20, Struers GmbH) härtet bei Raumtemperatur innerhalb von 8 h
aus und die Weiterbearbeitung kann erfolgen. Das Trimmen beschreibt die Vor-
bereitung für das Schneiden. Die spätere Schnittäche wird als Pyramidenstumpf
zurechtgeschnitten und die Probenstelle genaustens herausgearbeitet. Die eigentli-
che Ultramikrotomie schlieÿt sich an und es entstehen mit Hilfe eines Glas- oder
Diamantmessers 80100 nm dünne Schnitte, die als Schnittband auf der Wassero-
beräche aufschwimmen. Zur Veranschaulichung ist eine Skizze in Abbildung 3.23
und ein Foto in Abbildung 3.24 angeführt.
Besondere Behutsamkeit verlangt das Schneiden daher, da die Fasern in der Probe
hydrophil sind und schnell Wasser ziehen sodass die Schnittkante benetzt wird. Dies
sollte vermieden werden, da eine nasse Schneide in nm-Bereichen nicht schneidet.
Mit dem Trägernetzchen werden die Schnitte aufgenommen und luftgetrocknet. Die
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Proben können gestaint oder direkt betrachtet werden. Es entstehen Aufnahmen wie
in Abbildung 3.25 gezeigt.
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 Wassertrog
Messer
Glas/Diamant
Draufsicht
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Draufsicht
Abbildung 3.23: Schema für das Prinzip der Ultramikrotomie.
Abbildung 3.24: Foto des Ultramikrotoms EM UC6 von Leica beim Dünnschneiden.
Abbildung 3.25: TEM-Abbildung eines Dünnschnitts von Blöÿe ohne Staining.
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Problematisch bei dem Vergleich von Dünnschnitten mit Assemblaten ist das ver-
schiedene Staining. Die Hautpulverproben sind Schnitte der Fibrillen, dazu im Kon-
trast wird bei der Assemblierung nur oberächlich gestaint (siehe Abbildung 3.26).
Assemblierte Fibrillen einzubetten wäre ein Ausweg, der aber bei den experimen-
tellen Umständen praktisch nicht handhabbar ist. Das wässrige Medium bei der
Behandlung mit Kondensat und eine Inltration mit Harz bedingt die Auswaschung
des Eekts.
Abbildung 3.26: Unterschiede in der Methodik des Stainings.
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Ergebnisse
4.1 Kinetische und visuelle Untersuchung vom Sys-
tem Chrom/Kollagen
Da Chrom der am meisten eingesetzte Gerbsto ist, wird es im Folgenden als Refe-
renzsystem untersucht. Die molekularen Analysen des Reaktionsmodells werden mit
transmissionselektronenmikroskopischen Studien und einer Annäherung durch eine
Computersimulation ergänzt.
Die Konzentration des bei der Gerbung eingesetzten Chroms wird in Prozent be-
züglich der Masse der Blöÿe angegeben. Die eingesetzte Chromverbindung wird in
Chromoxid umgerechnet, da es viele verschiedene Chromsalze mit verschiedenen mo-
laren Massen gibt und die Angabe der Gewichtsprozent als Konzentrationsreferenz
allgemeine Gültigkeit haben soll. Cr2O3 ist aber wasserunlöslich und kann daher
nicht direkt für die Versuche mit Kollagen genutzt werden. Alternativ kann wasser-
lösliches Chromsulfat eingesetzt werden, das als Chromitan® FM und Chromitan®
B (Cr4(OH)6(SO4)3 bzw. Cr(OH)SO4) von der BASF hergestellt wird. Zu den Un-
tersuchungen vom Einuss von Chrom auf das Assemblierungssystem wurden diese
beiden und reines Chromsulfat Cr2(SO4)3 · xH2O benutzt.
4.1.1 Assemblierung
Wird Kollagen mit Chromzusatz assembliert, fällt bei den spektroskopischen Kine-
tikuntersuchungen auf, dass, je mehr Chrom eingesetzt wurde, die Extinktion erhöht
ist. Im Vergleich zur Standardassemblierung (schwarz), wo Kollagen für den direk-
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ten Vergleich ohne Zusatz assembliert wurde, haben die anderen Graphen einen
entsprechenden Oset, siehe Abbildung 4.1.
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Abbildung 4.1: Assemblierung von Kollagen unter Zugabe von Chromsulfat.
Dies korreliert mit einem Ausfallen von Cr(OH)3, das als Trübung zu sehen, und
homogen in der gelartigen Kollagenmatrix im gesamten Volumen gefangen ist.
Die gebildeten Fibrillen haben aber, verglichen mit Fibrillen, die unter Standard-
bedingungen ohne Zusätze assembliert wurden, ein unverändertes Aussehen (siehe
Abbildung 4.2). Bei den AFM-Aufnahmen stört das ausgefallene Hydroxid nicht, da
es als Hintergrund keine Informationsbeeinussung darstellt.
Abbildung 4.2: AFM-Aufnahmen von Fibrillen unter Zugabe von Chromsulfat.
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Die kinetischen Messungen müssen aber abgeändert werden, da die Extinktion von
der Fibrillierung mit der von Chromhydroxid überlagert ist. Eine einfache Subtrak-
tion ist nicht möglich, da der Hydroxidniederschlag ebenfalls zeitabhängig ist.
Um das Problem des Niederschlags von Chromhydroxid bei der Anhebung des pH-
Werts in den neutralen Bereich zu umgehen, bieten sich zwei Ansätze:
1. Da der Niederschlag erst ab pH6 eintritt, könnte die Assemblierung davor,
z. B. bei pH 5, ausgelöst werden.
Dieser Parameter reicht allerdings nicht aus, um die Selbstassemblierung zu
starten. Auch eine gleichzeitige Temperaturerhöhung von 30 ◦C auf 40 ◦C ge-
nügt für eine Initialisierung der Assemblierung nicht.
2. Die Chromkonzentration muss so angepasst werden, dass es komplett gebun-
den werden kann. Gebundenes Chromsulfat reagiert nicht zu Chromhydroxid
und fällt somit nicht aus.
Es gilt diesen Chromgehalt rechnerisch oder experimentell zu bestimmen.
Die theoretische Bestimmung1 der Anzahl von Chrombindungsstellen beruht auf
dem Wissen über die Primärstruktur, dass pro Tripelhelix 221 negative Aminosäu-
ren, nämlich Asparagin- und Glutaminsäure, auftreten und nur diese für die Bin-
dung der Chromkomplexe zuständig sind. Bei einem Einsatz von 0,2mg Kollagen (in
1mL Probenvolumen) entspricht das (MKollagen=300 000 g/mol) 0,7 · 10−3 µmol/mL
Kollagen; das sind 221 · 0,7 · 10−3 µmol/mL saure AS, also 0,15µmol/mL mögliche
Bindungsstellen. Dabei ist jede Bindungsstelle mit einem Chromkomplex berechnet,
die Möglichkeit der Verbrückung durch das Chrom reduziert die Chrommenge theo-
retisch noch um 50%.
Ergänzend dazu soll mit der Zentrifugenltration (siehe Abbildung 4.3) eine expe-
rimentelle Bestimmung des gebundenen Chroms erreicht werden.
Die Konzentration vom Chrom in der Lösung kann quantitativ mit UV/Vis-Spektroskopie
detektiert werden (siehe Abbildung 4.4). Die Dierenz des Chromgehaltes in Aus-
gangslösung und Filtrat liegt laut Berechnung bei weniger als 0,147 µmol/mL. Diese
geringe gebundene Menge stellt sich als Problem dar, bzw. liegt unter der Bestim-
mungsgrenze. Dies konnte in in einem Experiment (siehe Abbildung 4.5) bestätigt
werden.
1Rechnungen bezüglich Stoeinsatz und Konzentration werden am Beispiel Chrom exemplarisch
durchgeführt, und bei den weiteren Testsubstanzen nur als Ergebnis angegeben.
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Abbildung 4.3: Prinzip der Zentrifugenltration.
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Abbildung 4.4: Konzentrationsabhängige Chrompeaks.
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Abbildung 4.5: Der Konzentrationsunterschied von unter 0,2 µmol/mL ist mit Zen-
trifugentiltration nicht mehr quantitativ zu bestimmen.
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Andere messtechnische Methoden für die Spurenanalyse, wie induktiv gekoppeltes
Plasma mit optischer Emissionsspektroskopie (ICP/OES) wurden nicht getestet, da
die rechnerische Annäherung sinnvoll und ausreichend erscheint.
Folglich werden im leichten Überschuss nur noch 0,2µmol/mL Chromkomplexe zu-
gegeben (siehe Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Assemblierung von Kollagen unter Zugabe von 0,2 µmol/mL Chrom-
sulfat.
Ist dieser Gehalt mit der Ledergerbung konform? Dort wird mit 15% Cr2O3 be-
züglich des Blöÿegewichtes gearbeitet. Da die Blöÿe zu 2
3
aus Wasser besteht, der
Rest aber zu über 90% aus Kollagen, wird von 30% Kollagen ausgegangen. Also
erhöht sich der Bezugswert des Gewichtes von 0,2mg eingesetztem Kollagen auf
0,66mg. Geht man nun von 5 Gew.-% Cr2O3, also der oberen Menge, aus, sind das
0,033mg/mL, was 0,2208µmol/mL entspricht. Da Chromsulfat (Cr2(SO4)3 · xH2O)
auch 2 Chromatome besitzt, gleicht die molare Menge Oxid der vom Sulfat. Bei der
Einwaage wurde mit einer durchschnittlichen Wassermenge von 10H2O pro Sulfat
gerechnet. In den Experimenten ist Chrom folglich in den gleichen Gröÿenordnungen
wie bei der Gerbung eingesetzt worden.
Warum wird bei der Gerbung mehr Chromgerbsto  fast 1,5-fach  zugegeben
als Bindungsstellen zur Verfügung stehen? Eine Verschwendung von 50% wäre sehr
ungünstig, da der Materialeinsatz und die Entsorgung der Abwässer unnötig teuer
wäre. Der Trend geht weg von 5% Chrom, sodass der Einsatz eektiver genutzt wird.
Dass die höhere eingesetzte Menge an Chrom aber sinnvoll sein kann, erklärt sich
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praktisch dadurch, dass einiges Chrom nicht über die sauren Gruppen bindet, son-
dern anderweitig in der Matrix eingelagert wird. Weitere Einussfaktoren im Leder
sind, dass nicht jede potentielle Bindungsstelle durch den Gerbsto sterisch erreich-
bar ist oder mehrere Bindungsmöglichkeiten zu nah liegen, sodass sie nicht komplett
genutzt werden können. Auch gröÿere Komplexe als der 2-kernige sind anzunehmen.
Diese sterischen Hindernisse liegen im In-vitro-Versuch nicht vor, sodass dort (fast)
das komplette eingesetzte Material theoretisch wirken kann. Daher wurde die einge-
setzte Menge auf 0,2 µmol/mL festgelegt, was etwas über der Anzahl der möglichen
Bindungsstellen liegt und unter dem Wert beim praktischen Einsatz bleibt.
Um die reale Gerbung bestmöglich nachzuempnden, wurde im folgenden Experi-
ment die Assemblierung mit Chrom zweistug durchgeführt. Die Zugabe von Chrom
zum Leder erfolgt normalerweise im sauren Pickel und wird nach der Einwalkzeit auf
pH4 angehoben, um dann das Chrom abzustumpfen. Das unter sehr sauren Bedin-
gungen kleine Chrom (1- und 2-kernige Komplexe) reagiert nicht mit dem Kollagen
(-COOH) und penetriert so in die Matrix ein. Erst bei pH-Anhebung auf über pH3
verknüpfen die Komplexe das Kollagen (-COO−). [45] Daher erfolgt im Experiment
bei pH 2 die Zugabe und nach einer pH-Stufe bei pH 4, bei der das Chrom an das
Kollagen anbindet, wird schlieÿlich bei pH 7,4 assembliert. Chrom kann somit theo-
retisch besser an die Monomere anbinden, ohne dass dies mit der Assemblierung
konkurriert. Die schrittweise pH-Anhebung bedingt eine zeitlich verzögerte Assem-
blierung, was in der Kinetikabbildung 4.7 zu erkennen ist. Grund ist der nicht so
abrupte Anstieg des pH-Wertes und der Einuss des Puers für die pH-Stufe. Der
Puer, der die Assemblierung auslöst, ist in allen Experimenten gleich.
Die Aussage der Assemblierung bleibt bei beiden Wegen dieselbe: Chrom verändert
die Kinetik leicht bezüglich des Assemblierungsstarts, der etwas später als in der
Referenz einsetzt und auf eine Interaktion der Monomeren mit dem Chrom schlie-
ÿen lässt und bezüglich der erreichten Plateauhöhe, die jeweils etwas höher als bei
dem Vergleich ohne Chrom ausfällt. Die pH-Stufe verändert diese Trends nicht si-
gnikant. Die Chromanbindung ist in Lösung also deutlich schneller als bei Häuten,
wo der Gerbsto erst in das Kollagengeecht eindringen muss.
Die Fibrillen, die mit Zusatz von Chrom assembliert wurden, zeigen kompakte Fibril-
len, die teilweise zusätzliche Streuzentren, wie Bandwindungen und Verknäulungen
aufweisen. In den Abbildungen 4.8 sind solche Artefakte gezeigt.
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Abbildung 4.7: Assemblierung von Kollagen unter Zugabe von Chromsulfat, ge-
messen bei pH 7,4. Links: Direkt von pH2 auf pH7,4. Rechts: Nach stufenweiser
pH-Wert-Anhebung von pH2 über pH4 nun auf pH7,4.
Abbildung 4.8: AFM-Aufnahmen von Fibrillen unter Zugabe von Chromsulfat.
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4.1.2 Deassemblierung
Chromsulfatkomplexe gerben bzw. vernetzen die Kollagenmatrix. Dieser Eekt sollte
nach den Überlegungen besonders in der Deassemblierung erkennbar sein. Ist die
Kollagenmatrix durch Chrom so vernetzt, dass die Säure weniger Monomere ablösen
kann als bei einer unvernetzten Matrix? Abbildung 4.9 zeigt diesen Eekt. Deutlich
sichtbar ist, dass bei Chromeinsatz eine geringere Menge Protein ablösbar ist. Die
grüne Chromkurve bleibt klar unter der schwarzen Vergleichskurve.
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Abbildung 4.9: Deassemblierungen von Kollagen mit und ohne Chrom.
Ob die Assemblierung mit vorheriger pH-Wert-Anhebung oder direkt auf pH7,4 er-
folgte, ist dabei zu vernachlässigen. Um das Kollagen zu vernetzen ist Chrom im
Reaktionsmodell nicht auf die zweistuge pH-Anhebung angewiesen. Dies wurde
bereits durch die Assemblierungsversuche ersichtlich. Das stabile Plateau bei der
Deassemblierung der zweistug assemblierten Probe kann aber eine leichte Verbes-
serung der Bindung andeuten. Bei beiden Chromansätzen ist weniger Kollagen als
beim Vergleichsansatz durch das Umspülen mit 100mM Salzsäure in Lösung zu
bringen. Die Zugabe von Chrom erhöht somit die Festigkeit des Kollagenbrillenge-
echtes gegenüber der Säure.
Um das Ergebnis besser bewerten zu können, wird ein Vergleich mit Glyoxal, einem
Aldehyd, angestellt. Dies ist in Abbildung 4.10 dargestellt.
58
KAPITEL 4. ERGEBNISSE
0 6 0 1 2 0 1 8 0 2 4 0 m i n 3 6 0
0 , 0
0 , 5
1 , 0
1 , 5
2 , 0
2 , 5
Ab
so
rba
nz
 be
i 2
04
 nm

   
      
     
           	      
           	        
           	        
Abbildung 4.10: Deassemblierungen ohne Zusatz, mit Chrom und mit Aldehyd.
Im Vergleich zur Deassemblierung mit einem kovalenten Vernetzer, also Aldehyd,
schneidet Chrom bei gleicher molarer Beimischung, also 0,1µmol/mL am besten ab.
Dies zeigt sich durch den niedrigeren Kurvenverlauf der grünen Kurve im Vergleich
zur rosa Kurve, also die geringere Konzentration an abgelöstem Protein im Fluss.
Um die Wirkung zu steigern, kann der Additivzusatz erhöht werden. So resultiert
ein erhöhter Einsatz von Aldehyd bei der Assemblierung in einer stringenteren Ver-
knüpfung, was bei der Deassemblierung in einer geringeren Ablösung zu erkennen
ist. Die Zugabe von Chrom ist allerdings begrenzt, da es im Überschuss ausfällt (sie-
he Abschnitt 4.1.1). Das ist ein Vorteil bei der Verwendung von Aldehyd gegenüber
Chrom. Nach den Deassemblierungskurven ist Chrom, wenn es in gleicher Menge
eingesetzt wird, der stringentere Vernetzer.
4.1.3 Kombination mehrerer Gerbstoe
Laut Literatur erfolgt die Chromgerbung über die sauren AS. Somit sollte eine Kom-
bination mit Aldehyden, die über die positiven Seitenketten binden, möglich sein.
Abbildung 4.11 veranschaulicht die verschiedenen Bindungsorte und -mechanismen.
Die Anzahl der basischen AS (Lysin, Arginin und Histidin) beträgt pro Tripelhelix
270, also etwas mehr als die für Chrom relevanten (221 Bindungspartner).
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Abbildung 4.11: Parallel mögliche Gerbung mit Chrom über die Säuregruppen und
Aldehyd über die Aminogruppen.
Experimentell ist die Reihenfolge bzw. der Zeitpunkt der Zugabe wichtig. Chromsul-
fat fällt im basischen Milieu aus und kurzkettige Aldehyde polymerisieren im Sauren.
Logische Konsequenz ist also erst eine Chromzugabe, gefolgt von der pH-Stufe zur
Chromkomplexdimensionierung, und bei Zugabe des Assemblierungspuers die Bei-
mischung von Aldehyd. Das Ergebnis, wie in Abbildung 4.12 zu erkennen ist, ist als
Kombination beider Eekte eine parallele Wirkung von Chrom und Aldehyd. Damit
sind die in der Literatur beschriebenen Mechanismen der Bindung bestätigt. Von der
Kinetik ausgehend dominiert der Einuss des Aldehyds, was aber nicht unmittelbar
mit einer gröÿeren Gerbwirkung gleichzusetzen ist.
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Abbildung 4.12: Assemblierungskinetiken mit Zusatz von Chrom und Aldehyd.
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4.1.4 Elektronenmikroskopische Untersuchung von Chromle-
dern
Wird Haut oder Leder als Dünnschnitt im TEM untersucht, so sind die nativen
Fibrillen und Fasern sichtbar. Der Dichteunterschied summiert sich so auf, dass die
D-Bande gut zu erkennen ist. Dies veranschaulichen folgende Aufnahmen in Abbil-
dung 4.13 von unbehandelter Haut, die Blöÿe genannt wird. Eine Substreifung ist
nicht zu erkennen und wurde nicht erwartet, da hier nicht zusätzlich gestaint (an-
gefärbt) wurde. Dass Kollagen ohne Staining so gut mit dem TEM abzubilden ist,
ist erstaunlich. Das rechte Bild ist eine Aufnahme mittels Rastertransmissionselek-
tronenmikroskop und Dunkelfeld in hohem ringförmigen Winkel (HAADF/STEM).
(a) Übersicht (b) Detailaufnahme (c) HAADF/STEM
Abbildung 4.13: TEM-Aufnahmen von ungestainter Blöÿe2. Die 67-nm-Streifung ist
gut zu erkennen, HAADF/STEM ergibt keinen Informationsgewinn im Vergleich
zur Standardaufnahme mit Hellfeld.
Als praktischer Hinweis zu diesen Proben sei angemerkt, dass die geschnittenen Pro-
ben nicht zeitstabil sind, da die Fibrillen an Luft quellen bzw. auftrocknen und aus
dem Harz herausgedrückt werden.
Laut Literatur ist Kollegen gut mit Phosphorwolframsäure (PWS) und UA anfärb-
bar. [46] Diese Kontrastierungsmittel lagern sich bei geeignetem pH-Wert über die
negativen Carboxygruppen an und es kann somit analog auch von Chrom als Kon-
trastmittel ausgegangen werden. Im Rückschluss gerben auch PWS und Uranyl, aber
nicht im selben Umfang (Schrumpfungstemperatur < 80 ◦C).
2unbehandelte Haut
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Abbildung 4.14: TEM-Aufnahmen von Chromleder mit 10-fach erhöhter Chrom-
konzentration. Die Periodizität ist schwächer und feingliedriger als bei Blöÿe.
HAADF/STEM erzielt deutlichere Bilder, da das Chrom ein Signal hervorruft.
Bei den in Abbildung 4.14 betrachteten Chromlederproben wird jeweils die D-
Streifung und eine ansatzweise Unterstreifungen innerhalb der D-Bande sichtbar.
Dies geht gut einher mit der zuvor beschriebenen Literatur. Bei Proben mit Chrom
ist die HAADF/STEM-Technik hilfreich, da der Kontrast dabei verbessert wird. Die
Elektronen werden am Chrom gestreut und gebeugt und im ringförmigen Dunkel-
felddetektor erkannt.
Bei analogen Untersuchungen und Abbildungen mit weniger Chrom (normal, statt
10-fach erhöht) sind ebenso Fibrillen zu sehen und auch die Streifung ist erkenn-
bar. Die Dunkelfeldaufnahmen liegen dazwischen, d. h. sie sind kontrastreicher als
bei Blöÿe, aber nicht so stark ausgeprägt wie bei den 10-fach konzentrierten Proben.
HAADF/STEM erzeugt mit zunehmender Chromkonzentration einen zunehmenden
Kontrast und ist bei Chrombrillen eine Alternative zu zusätzlichem Staining.
4.1.5 Grasche Darstellung durch Computermodell
Die 67-nm-Streifung des Kollagens ist sehr oft und gut beschrieben und auch aus-
reichend durch den strukturellen Aufbau und den Versatz der Monomere siehe Ab-
bildung 2.4 begründet.
Bear [47] geht bei dem Bandenmuster von ungeordneten, schweren und polaren bzw.
geordneten, leichten Aminosäurebereichen aus, wie in Abbildung 4.15 gezeigt wird.
Diese geben an sich schon mehr oder weniger Kontrast und können dann mehr oder
weniger Stain aufnehmen.
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Abbildung 4.15: Annahme nach Bear [47]: Kollagenstruktur mit geordneten und
ungeordneten Bereichen.
Die feinere Streifung, die durch die Elektronenmikroskopie erkennbar wird und bis zu
15 Unterbanden erkennen lässt, wird allerdings nur vereinzelt und mit Staining auf
Uranylbasis begründet [46] oder ganz auf SLS transferiert [48]. Die Abbildung 4.16
von Kadler et al. [49] zeigt die verschiedenen Ursachen für die (Fein-)Streifung. Es
kann sich um negatives Staining handeln, wobei die Gap-Regionen stärker angefärbt
sind, da dort mehr Platz für das Staining ist (b) oder spezisch (positives Anfärben)
analog der AS Sequenz (c).
  
Biochem. J., Kadler et al (1996)
negatives Staining – in gap Regionen
positives Staining – nach AS Sequenz
a
b
c
overlap gap
Abbildung 4.16: Fibrillenmodell (a) sowie TEM-Abbildungen von negativ (b) mit
PWS bei pH7 und positiv (c) mit PWS bei pH3,4 und UA gestainten Fibrillen. [49]
Diese zwei Stainingvarianten werden auch von Olsen [50] beschrieben und sind in
Abbildung 4.17 gezeigt, wobei band/A die Overlap-Region und interband/B die
Gap-Region darstellt. Bei der negativen Anfärbung ist das Ergebnis gleich, dass in
den Gap-Bereichen mehr Platz für das Staining vorhanden ist, sodass diese Bereiche
dunkler abgebildet werden. Die Anzahl und Lage der Unterbanden bei positivem
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Staining weicht gegenüber der Darstellung von Kadler aber ab. Beide Ansätze gehen
von den mikroskopischen Bildern aus und sind subjektiv, da die Erkennung der
Streifen nicht immer eindeutig ist. Auch stellt die unverstandene Anbindung der
Stainingmittel ein Problem dar, da nicht klar ist, welche Positivkontrastmittel wie
binden.
Ultrastructure of native collagen fibrils. I 195 
interpreted as being in favor of the existence of two types of regions, differing 
in the mode of packing of the protofibrils. 
The direct visuahzation of the protofibrillar arrangement as revealed by nega- 
tive staining, definitively proves the correctness of these deductions. The re- 
peating unit of collagen fibrils is now seen to consist of two regions, differing in 
density and apparently 
also in their degree of 
order. The A-regions of 
the fibrils are charac- 
terized by high density 
(as estimated by inac- 
cessibility to PTA) and 
a disoriented packing of 
the building units. This 
picture also is con- 
sistent with earlier stu- 
dies by electron micros- 
copy (HoFMA~N, N~M~- I 
T S C H E K  and G R A S S M A N N  
1952) and low-angle X- 
ray diffraction data on v7 
the distribution of den. 
sity along the fibrils. ]K 
Also, the data of Table 4 I 9 
make it possible to de- 
cide with certainty tha t  vz 
the dense regions (theA- : ~  
regions) roughly corre- 
spond to the bands as de- v 
fined earlier by  electron 9 9 
microscopy (Fig. 12). I 
However, BEAR (1952) 
reaching the same con- 
clusion, identified the 
bands with the regions 
of distorted structure 
on the grounds tha t  
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disordered regions might be expected to be more accessible to foreign molecules 
than ordered regions. This conception now seems to be wrong. Rather  than  
bands the interbands (identified with the B-regions) with their loose pro- 
tofibrillar arrangement,  at the isoelectric point of collagen contain a con- 
siderable amount  of PTA. I t  seems, therefore, tha t  the binding of PTA at  
bands in positive staining necessarily involves specific binding forces and not 
only steric factors. I t  is now generally assumed (HODGE and SCHMITT 1960, 
KfT•N, GRASSMANN and HOFMANN 1958, NEMETSCHEK, GRASSMANN and HOF- 
MANN 1955) tha t  the binding of PTA in positive staining indicates positions along 
the TC maeromolecule of polar groups such as those of arginine and lysine. With 
Abbildung 4.17: Bandenmuster von Kollagen bei positivem (oben) und negativem
Staining (unten). [50]
Um das Problem der Subjektivität bei der Erkennung der Bandenstruktur zu um-
gehen, nähert sich Heidemann [51] theoretisch an die Aufgabe. Es wird eine An-
näherung unternommen, die sich mit folgender Abbildung 4.18 modellartig an die
Bandenstruktur herantastet. Allerdings fehlt dabei leider eine computergestützte
Veranschaulichung und ein direkter Vergleich zu Fibrillen. Daher blieb dieser Ver-
such w nig beachtet.
Auch die Gruppen von E. Brown [52, 53] (bezieht sich aber im Vergleich nur auf
SLS) und M. Bühler [54, 55] (für Kräftemodellierung/Eigenschaftsbestimmung und
nicht für TEM-Untersuchungen) haben jeweil computergestützte Modellannäherun-
gen für das Kollagenmol kül entwick lt, der Bezug zum Staining wurde aber nicht
hergestellt.
Mit einem neu entwickelten Computermodell einer Mikrobrille soll nun die Frage
der Chromanbindung näher erörtert werden. Der Ansatz von Heidemann soll un-
te Nutzu g von Computertechnik utzbar gemacht werden. Gelingt es, alle theo-
retischen Bindungsmöglichkeiten für Chrom mit dem Modell sichtbar zu machen,
können diese da n mit TEM-Aufnahmen, deren Unterstreifung mit Chrom positiv
gestaint ist, abgeglichen werden. Die Bindung von Chrom an Kollagen wäre somit
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Abbildung 4.18: Clusterartig angeordnete Carboxygruppen in einer Kollagenpenta-
brille. Eingekreist sind mögliche Anlagerungsstellen für den Chromkomplex, liegen
sie nah genug, sind sie verknüpft dargestellt. [51]
geklärt. Mit anderen Worten, welche Chrombanden nun theoretisch nachvollziehbar
oder logisch sind, ist eine Herangehensweise, die hier weiter verfolgt werden soll.
Zuerst ein paar grundlegende Annahmen:
 Die Kollagen Typ I AS-Sequenz von Bos Taurus aus zwei α1 und einer α2
Kette wird benutzt.
 Die Verschiebung der Tripelhelices beträgt 234 AS, da kovalente Bindungen
(Schische Base) zwischen Lysinrest und Aldehydfunktion in den Telopeptiden
diesen Versatz begründen. [48]
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 Die Vernetzung, die durch die Chromkomplexe geschieht, kann intra- und inter-
molekular sein. Um die Zahl der Variablen klein zu halten, wird hier ausschlieÿ-
lich von Verbrückung verschiedener Tripelhelices innerhalb einer Smithschen
Mikrobrille als gleichseitiges Fünfeck ausgegangen.
 Chrom wird als Dimer, siehe Abbildung 4.19, eingesetzt und kann 58Å über-
brücken.
 Wie auch bei Heidemann [51] wird von Carboxygruppen als mögliche Ver-
knüpfungszentren für das Chrom ausgegangen. Dort lagert sich das Chrom
an.
Abbildung 4.19: Chromdimer in natürlicher Streckung, Kohlensto, Wassersto,
Sauersto, Chrom und Schwefel.
Zur 3D-Visualisierung wurde die Programmiersprache C++ und das Open-Source-
Framework OpenSceneGraph benutzt. [56] In der Illustration wird nun jede AS
durch eine Kugel einer anderen Farbe dargestellt. Die Polypeptidketten werden als
linear angesehen. Mögliche Chrombrücken sind als Linie eingezeichnet. Dabei dürfen
die negativen AS nur maximal ± 1 Position abweichen, damit der Bindungsabstand
nicht überschritten wird.
Abbildung 4.20: Darstellungen einer Smithschen Mikrobrille, Seitenansicht.
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Abbildung 4.21: Darstellung einer Smithschen Mikrobrille im Querschnitt.
Da die Abbildungen 4.20 und 4.21, die schon nur eine Pentabrille umfassen, sehr
schnell unübersichtlich erscheinen, wurden in den folgenden Abbildungen 4.22 nur
die entscheidenden, negativen AS farblich (Asparaginsäure und Glutaminsäure) mar-
kiert.
Abbildung 4.22: Darstellungen einer Smithschen Mikrobrille mit Fokus auf den
negativen AS.
Aus der AS-Sequenz bzw. den möglichen Bindungsstellen nun die im Elektronenmi-
kroskop sichtbare Bandenstruktur abzuleiten ist nicht trivial. Mikrobrillen sind im
TEM zwar abzubilden, aber nicht mit dem gewünschten, starken Kontrast, beson-
ders in der Substreifung. Also wird die Simulation einer Mikrobrille mit der mikro-
skopischen Abbildung einer Fibrille verglichen. Dort überlagert sich eine Vielzahl
von Mikrobrillen. Der Streifungseekt sollte in einer Fibrille kontrastreicher, aber
nicht von der Mikrobrille verschieden sein. Im Mikrobrillenmodell ist die Spira-
lität der Tripelhelices nicht berücksichtigt. Die Abstände der Aminosäuren entlang
der Mikrobrille sind aber korrekt, da eine Tripelhelix beim Vergleich mit TEM-
Aufnahmen auf 300 nm skaliert wurde. Abbildung 4.23 zeigt die Gegenüberstellung
von Computervisualisierung mit TEM-Aufnahmen. Links ist die Herangehensweise
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dargestellt, rechts der korrekt skalierte Vergleich. Daraus geht hervor, dass die theo-
retisch möglichen Stellen zur Chromanlagerung keine klaren Banden ergeben. Eine
gewisse Korrelation ist zu erkennen, eindeutige Aussagen über Bindungsmechanis-
men sind aus diesem Vergleich aber nicht zu schlussfolgern.
(a) Annäherung Modell  Streifung
  PWS
UA
(b) Gegenüberstellung einer Periode
Abbildung 4.23: Vergleich zwischen Visualisierungsmodell und Bandenmuster. [48]
Das Modell zu verbessern, indem z.B. die verschiedene Gröÿe der AS integriert wird,
und somit sterische Betrachtungen (Wo hat der Chromkomplex Platz?) einieÿen zu
lassen, erscheint nicht sinnvoll. Die Spiralitäten von der Tripelhelix und der Mikro-
brille müsste einbezogen werden. Die Drehung der Mirobrille ist nicht bekannt,
spielt aber für die Wechselwirkung des Chroms in der Fibrille eine Rolle. Gegen eine
weitere Verfolgung dieses Ansatzes spricht auch der Fakt, dass TEM-Aufnahmen
der Unterstreifung von Chrombrillen bisher nicht ebenso klar wie bei PWS- oder
UA-Staining erhalten werden konnten.
Eine Korrelation der Sequenz der sauren AS und dem positiven Staining mit PWS
funktioniert bei Monomer-SLS-Vergleich gut [48], nicht aber bei komplexeren An-
sätzen, wie hier demonstriert.
4.1.6 Zusammenfassung
Zuerst wurde die eingesetzte Spezies auf Chromsulfat festgelegt.
Anschlieÿend konnten Assemblierungsversuche durchgeführt werden. Hierbei ist der
sparsame Einsatz von Chrom wichtig, da es sonst als Niederschlag ausfällt und
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die spektroskopische Analyse stört. Die Berechnung des Chromeinsatzes wurde in
Übereinstimmung zur Anzahl potenzieller Bindungsstellen am Molekül sowie den
Gröÿenordnungen bei der Gerbung durchgeführt.
In Assemblierungen, die den Einuss von Chrom zeigen sollen, ist wenig zu sehen.
Der Kurvenverlauf ist gegenüber der Assemblierung ohne Chrom leicht verzögert
und etwas erhöht.
Fibrillen, die mit Zusatz von Chrom assembliert wurden, erscheinen allgemein un-
verändert. Vereinzelt und punktuell haben die Fibrillen eine Morphologie, die von
der von Fibrillen ohne Additivzusatz abweicht. Solche Störstellen können der Grund
für die etwas gröÿere Absorbanz sein, indem mehr Streuzentren für das eingestrahlte
Licht geboten werden.
Eine additive Wirkung bei der Kombination von Chrom mit einem Aldehyd konnte
durch einen Assemblierungsversuch bestätigend nachgewiesen werden.
Bei der Auswertung der Deassemblierung ist der vernetzende Eekt eindeutig zu
erkennen. Auch ein Vergleich zu anderen Vernetzern zeigt, dass Chrom ein sehr
wirksamer Linker für Kollagen ist.
Bei TEM-Studien konnten Fibrillen auch ohne zusätzliches Staining abgebildet wer-
den. Die Technik des HAADF/STEM nutzt dabei den Kontrast, den Chrom in das
biologische System einbringt.
Mit der Simulation einer Mikrobrille wurde versucht, die Bandenstruktur nachvoll-
ziehbar aufzuklären. Dabei konnte zwar die AS-Sequenz gut veranschaulicht wer-
den, eine Korrelation von theoretisch möglichen Chromeinlagerungen und Unter-
streifungsmustern von TEM-Bildern wurde nicht erreicht.
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4.2 Assemblierung und Deassemblierung mit Alde-
hyden
Bei einigen Aldehyden handelt es sich, wie auch zuvor bei Chrom, um Gerbstoe. Die
Wechselwirkung zu Kollagen geschieht bei Aldehyden kovalent. Glutaraldehyd wird,
und Formaldehyd wurde, bei dem Gerbprozess verwendet. Glyoxal und in geringe-
ren Mengen auch Malondi-, Succin- und Adipaldehyd werden bei der Vorgerbung
eingesetzt. Ob alle Aldehyde gerben und ob es einen Trend mit wachsender bzw.
sinkender Moleküllänge gibt, sind oen Fragen. Die anschlieÿenden Untersuchungen
befassen sich systematisch mit Formaldehyd und den folgenden Dialdehyden bis He-
xandial. Es soll untersucht werden, ob es auf molekularer Ebene einen Grund für
die Sonderstellung von Form- und Glutaraldehyd gibt.
4.2.1 Formaldehyd
Hierbei handelt es sich um das kleinste Aldehyd. Es stellt eine Ausnahme in der
Testreihe dar, da es nur eine Aldehydgruppe trägt. Trotzdem kann es, wie zuvor in
Abbildung 2.9 gezeigt, mit einem oder über mehrere Moleküle eine Quervernetzung
ausbilden. Die Gerbung mit Formaldehyd wird bei pH 78 durchgeführt und ähnelt
somit den Versuchsbedingungen, wo das Formaldehyd zum Reaktionspuer gegeben
wird.
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Abbildung 4.24: Assemblierungskinetiken von der Fibrillierung von Kollagen unter
Zugabe von Formaldehyd.
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Der Fit zeigt eine kontinuierliche Abnahme des Plateauwertes A mit zunehmender
Zugabe von Formaldehyd.
cFormaldehyd A
[µmol/mL] (Plateau)
0 0,23483
10 0,21465
20 0,17959
50 0,17746
100 0,13443
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Abbildung 4.25: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Formaldehydzusatz.
Auch aus den Kinetiken in Abbildung 4.24 kann eben diese Vernetzung der Mono-
mere geschlussfolgert werden. Es sind weniger Fibrillen gebildet worden, die dann
ein kleineres Signal für die Absorptionsplateaus liefern, aber eine unverändert er-
scheinende Morphologie besitzen (siehe Abbildung 4.26).
Abbildung 4.26: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die unter Zusatz von 50µmol/mL
Formaldehyd assembliert wurden. Die Morphologie erscheint unverändert. Fibrillen
haben sich gebildet und die typische Streifung ist eindeutig zu sehen.
In Untersuchungen von Tuckermann [34] werden gegensätzliche Ergebnisse beschrie-
ben. Formaldehyd wirkt dort prozessbeschleunigend auf die Assemblierung und die
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Assemblate sind deutlich fasrigere Bündelstränge, deren Streuung in der spektrosko-
pischen Untersuchung zunimmt. Diese Widersprüchlichkeit ist zuerst verwunderlich,
hat ihre Ursache aber wahrscheinlich darin, dass mit einer anderen Quelle bzw. Char-
ge von Kollagen gearbeitet wurde.
Auällig ist der nicht so steile Anstieg der Kurve bei 50 und 100µmol/mL. Dies
kann eventuell durch eine zusätzliche, zweistuge Reaktion im Hintergrund erklärt
werden. Die Polymerisierung von Formaldehyd zu Ketten ist reversibel und kann zu-
gunsten der Assemblierung verdrängt werden. Die Bindung über ein Formaldehyd-
molekül ist stabil und entsteht bei wenig Formaldehyd. Eine Doppel- oder Mehrfach-
brücke kann zeitweise bei Formaldehydüberschuss entstehen und dient als Reservoir,
das dann abgebaut wird.
4.2.2 Glyoxal
Glyoxal ist das kleinste Dialdehyd und wird in geringem Maÿe auch in der Lederin-
dustrie eingesetzt, meist aber als Linker für andere Stoe und nicht als selbststän-
diger Gerbsto.
0 1 0 2 0 3 0 4 0 m i n 6 0
0 , 0
0 , 1
0 , 2
0 , 3
 	                    
                     
                     
                    
Ab
so
rba
nz

   
Abbildung 4.27: Assemblierungskinetiken bei Zusatz von Glyoxal.
Die Kinetiken zeigen eine drastisch verminderte Assemblierung hinsichtlich der Pla-
teauhöhe. Die mikroskopische Information, dass unter Zusatz von Glyoxal assem-
blierte Fibrillen ein unverändertes Erscheinungsbild haben, was in Abbildung 4.29
deutlich zu erkennen ist, lässt auch hier die Schlussfolgerung zu, dass einige Kolla-
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cGlyoxal A
[µmol/mL] (Plateau)
0 0,27037
2,5 0,19593
5 0,15106
50 0,08343        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Abbildung 4.28: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Glyoxalzusatz.
Abbildung 4.29: AFM-Aufnahmen von Kollagenbrillen, die mit 5 und 30µmol/mL
Glyoxalzusatz assembliert wurden.
genmonomere so vernetzt wurden, dass diese nicht mehr assemblierungsfähig sind.
Die restlichen Monomere lassen zwar weniger, aber morphologisch unveränderte Fi-
brillen entstehen.
Betrachtet man die Kinetiken ganz zu Beginn, so fällt auf, dass bei 50 µmol/mL
Glyoxalzusatz der typische Lag-Phasen-Verlauf nicht mehr zu sehen ist. Ein gerin-
ges, aber kontinuierliches, sehr langsames Wachstum ist zu verzeichnen, das dem
Verhalten bei den höheren Konzentrationen von Formaldehyd entspricht und dort
begründet wurde.
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4.2.3 Malondialdehyd
Malondialdehyd ist das C3-Dialdehyd und es wurde aus Acetal frisch hergestellt
(siehe Kapitel 3.1). Propandial, wie es auch genannt wird, färbt sich mit der Zeit
(anfangs klar, dann gelb, später braun) und somit muss eine Blindprobe als Referenz
jeweils mitgemessen und abgezogen werden. Die resultierenden Messwerte sind in
Abbildung 4.30 dargestellt.
Anders als bei den vorherigen Assemblierungen ist hier eine Verschiebung der Lag-
Zeiten mit zunehmender Aldehydkonzentration festzustellen. Dies geht einher mit
der Zunahme des Fitparameters x0, wie es in Darstellung 4.31 zu sehen ist. Eine
Abweichung von der sonst stattndenden Fibrillierung wird vermutet und macht
die Analyse der AFM-Bilder sehr interessant.
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Abbildung 4.30: Assemblierungskinetiken bei Zusatz von Malondialdehyd.
In Abbildung 4.32 fällt auf, dass schon bei wenig Zugabe von Malondialdehyd ei-
ne starke Verdrillung eintritt und bei 100 µmol/mL mehrere dünne Fibrillen einen
Verbund bilden, aber nicht mehr zu einer Fibrille verschmelzen. Die Mikrobrillen
wachsen verändert zu dünnen Fibrillen zusammen, lagern sich gebündelt aneinander
und hemmen somit die Bildung der normal groÿen Fibrillen.
Anmerkung: Die Ergebnisse mit 100µmol/mL sind ähnlich denen von Polymetha-
crylsäure (n=106), wobei auch dort ab 2 µmol/mL parallele Fibrillen nebeneinander
beobachtet wurden. [38]
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cMalondialdehyd x0
[µmol/mL] (Lag-Zeit)
0 11,24981
5 13,27043
10 16,5098
20 18,64121
50 23,64124
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Abbildung 4.31: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Malondialdehydzusatz
Abbildung 4.32: AFM-Aufnahmen von Kollagenbrillen, die mit 1, 10 und
100 µmol/mL Malondialdehydzusatz assembliert wurden.
4.2.4 Succinaldehyd
Das auch als Butandial bezeichnete Additiv wird ebenfalls direkt vor Benutzung
frisch hergestellt (siehe Kapitel 3.1).
Abbildung 4.33 zeigt ein schnelleres Assemblieren und einen deutlichen Rückgang
der Plateauhöhe bereits bei Zusatz von wenig Succinaldehyd. Dies spiegeln auch die
Fitparameter in Darstellung 4.34 wider.
Die mikroskopischen Aufnahmen, siehe Abbildung 4.35, bestätigen die starke Stö-
rung bei der Assemblierung. Es können nur noch kurze Fibrillen produziert werden.
Der schnellere Reaktionsbeginn für alle Konzentrationen kann mehrere mögliche
Gründe haben. Bei der Herstellung des Dialdehyds können als Nebenreaktion La-
dungen in der Lösung generiert worden sein, die nun die vom Kollagen abschirmen.
Die kurze Form begünstigt aber ebenso den schnelleren Verlauf der Reaktion, da die
Fibrillen nicht erst auswachsen müssen.
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Abbildung 4.33: Assemblierungskinetiken bei Zusatz von Succinaldehyd.
cSuccinaldehyd A x0
[µmol/mL] (Plateau) (Lag-Zeit)
0 0,47026 15,98548
10 0,29556 4,55933
25 0,24179 3,53391
50 0,20654 3,72192
100 0,18834 3,66703
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Abbildung 4.34: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Succinaldehydzusatz.
Abbildung 4.35: AFM-Aufnahmen von Kollagenbrillen, die mit 1, 10 und
100 µmol/mL Succinaldehydzusatz assembliert wurden.
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4.2.5 Glutaraldehyd
Das 1,5-Pentadial ist ein in der Biologie neben Formaldehyd genutzter Standardver-
netzer für organische Proben. Die Kinetik in Abbildung 4.36 zeigt eine Verminderung
der erreichten Plateauhöhe, die mit einer Vernetzung der Monomere einhergeht. Ab-
bildung 4.38 zeigt Fibrillen, die ein unauälliges Erscheinungsbild haben. Bei der
rechten Aufnahme sind im Hintergrund die Monomere, die wahrscheinlich wegen
der Fixation durch Glutaraldehyd nicht mehr assemblieren konnten, als Teppich zu
sehen.
Die Ergebnisse des Fits sind in Darstellung 4.37 abzulesen. Wieder nimmt A mit
steigenger Zugabe von Glutaraldehyd ab.
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Abbildung 4.36: Assemblierungskinetiken bei Zusatz von Glutaraldehyd.
cGlutaraldehyd A
[µmol/mL] (Plateau)
0 0,32269
0,5 0,288513
1 0,20132
2,5 0,13818
5 0,10945
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Abbildung 4.37: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Glutaraldehydzusatz.
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Abbildung 4.38: AFM-Aufnahmen von Kollagenbrillen, die mit 10 µmol/mL Glu-
taraldehydzusatz assembliert wurden.
4.2.6 Adipaldehyd
Eine starke Verzögerung der Kinetik ist bei Zusatz von Adipaldehyd zu verzeichnen
(siehe Abbildung 4.39). Bei Zusatz von 50 µmol/mL ist die Lag-Phase in ihrer Ge-
stalt anders als sonst, da sie zwei Wachstumsanstiege besitzt. Eine Verdrängung des
Aldehyds zugunsten der Assemblierung ist zu vermuten. Bindet ein Dialdehyd nur
einseitig, so behindert es die Zusammenlagerung, durch drehen der Kette kann aber
trotzdem eine Assemblierung stattnden.
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Abbildung 4.39: Assemblierungskinetiken bei Zusatz von Adipaldehyd.
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Während das aus den Fits stammende A über die Konzentrationen konstant bleibt,
wächst x0 mit zunehmender Additivzugabe.
cAdipaldehyd A x0
[µmol/mL] (Plateau) (Lag-Zeit)
0 0,31828 15,21184
1 0,31389 15,360251
10 0,33681 16,36065
25 0,33098 21,45176
50 0,33328 35,93682
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Abbildung 4.40: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Adipaldehydzusatz.
Wie in Abbildung 4.41 zu sehen ist, sind Fibrillen mit normalem Durchmesser und
regulärer Streifung entstanden. Zusätzliche Verdrillungen treten ohne erkennbare
Regelmäÿigkeit auf.
Abbildung 4.41: AFM-Aufnahmen von Kollagenbrillen, die mit 5, 10 und
20 µmol/mL Adipaldehydzusatz assembliert wurden.
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4.2.7 Deassemblierung
Um Aussagen zur Stringenz der eingesetzten Aldehyde treen zu können, ist es
wichtig, auch die Deassemblierung zu betrachten. Dabei wurden die Aldehyde zu
5 µmol/mL bei der Assemblierung zugegeben und nacheinander deassembliert. Das
Ergebnis ist in Abbildung 4.42 zu sehen.
0 6 0 1 2 0 1 8 0 2 4 0 m i n 3 6 0
0 , 0
0 , 5
1 , 0
1 , 5
2 , 0
2 , 5                   	  
               	  
    

                	 
               	  	  
    

Ab
so
rba
nz
 be
i 2
04
 nm
   
Abbildung 4.42: Deassemblierungen von Kollagen bei Zusatz von Aldehyden.
Ansätze mit Malondialdehyd, Succinaldehyd und Adipaldehyd wurden nicht deas-
sembliert, da diese Substanzen störende, eigene Peaks im Messbereich aufweisen, und
konnten folglich nicht in die Auswertung einbezogen werden. Die störenden Peaks
können nicht vom Dialdehyd stammen, und lassen schlussfolgern, dass diese Stoe
nicht chemisch rein vorlagen. Dierenzmessungen von den überlagerten Peaks sind
am unteren Ende des Spektrums (190210 nm) nicht möglich.
Formaldehyd, Glyoxal und Glutaraldehyd weisen eine stark verminderte, unterein-
ander sehr ähnliche Deassemblierung auf. Diese drei Aldehyde hatten bereits bei der
Assemblierung eine starke Reduktion der Fibrillierung gezeigt (niedrigere Plateaus).
Assemblierung als auch Deassemblierung lassen eine stringente Interaktion von Ad-
ditiv mit Kollagen erkennen.
Schwieriger ist es nun, Malondialdehyd, Succinaldehyd und Adipaldehyd zu bewer-
ten. Ist der Grund für die störenden Peaks bei der Deassemblierung auch der Grund
für die Unterschiede in der Assemblierung? Bei Adipaldehyd ist nicht bekannt, wie
es hergestellt wurde; Malondialdehyd und Succinaldehyd sind jeweils über die Ab-
spaltung von Meth- und Ethoxygruppen hergestellt worden. Formaldehyd und Ace-
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taldehyd können folglich als Nebenprodukte entstanden sein. Diese Nebenprodukte
sollten kein Störsignal erzeugen. Andere Reaktionserzeugnisse müssen ebenfalls ent-
standen sein und die Assemblierung beeinussen. Bei Malondialdehyd ist aus der
Peaklage auf einen aromatischen Ring in einem Nebenprodukt zu schlieÿen.
Versucht man Parallelen zu anderen Gerbstoen zu ziehen, so kann der Überbrü-
ckungsabstand betrachtet werden. Wie schon der Diussionstrichter von Reich [17]
aussagt, ist die Gröÿe maÿgeblich. Der Chromkomplex nach G. und T. Reich [23] ist
zweikernig und hat eine Länge von 8,53 (6,89,15)Å und bindet zwischen Carboxy-
gruppen. Die Aminogruppen, über die die Aldehyde binden, stehen etwas weiter raus
aus der AS Kette, sodass hier ein um ca. 3Å kleinerer mittlerer Abstand am geeig-
netsten sein müsste. In Tabelle 4.1 sind die Längen der Aldehydmoleküle angegeben,
die zum Vernetzen zur Verfügung stehen.
Aldehyd Länge [Å]
C1 2,94
C2 4,48
C3 6,02
C4 7,56
C5 9,10
C6 10,64
Tabelle 4.1: Moleküllängen der Aldehyde.
Glyoxal und Malondialdehyd müssten bezüglich ihrer Gröÿe theoretisch die geeig-
netsten Dialdehyde zur Vernetzung der Kollagenmatrix sein. Bei der Ledergerbung
wird aber nicht mit diesen, sondern mit Glutar- und Formaldehyd gearbeitet. Grün-
de sind neben ihren chemischen Eigenschaften für die Vernetzung auch die einge-
schränkte Verfügbarkeit von z. B. Malondialdehyd. Über die Abstandstheorie lässt
sich die herausragende Wirkung von Glutar- und Formaldehyd aber nicht belegen.
Bei der Assemblierung liegt das Kollagen anfangs als Monomere und nicht in fer-
tigen Fibrillen vor, sodass die Aldehyde ohne sterische Hindernisse anbinden und
vernetzen können. So zeigen Aldehyde mit verschiedensten Längen (Glutaraldehyd,
Glyoxal, Succinaldehyd und Formaldehyd) ein sehr gutes Vernetzungsverhalten bei
der Assemblierung der Monomere.
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4.2.8 Zusammenfassung der Aldehydstudien
Für die untersuchten (Di-)Aldehyde der homologen Reihe ist in Abbildung 4.43 ein
zusammenfassendes Schema für deren Einüsse auf die Assemblierung dargestellt.
  
Defekte in der Morphologie
wirken alsStreuzentren
Monomervernetzung/
Anlagerung verhindert Auswachsen
(C1)*
(C2)
 C4
 C5*
C3
C6
C1*
C2
C4
C5*
(C3)
(C6)
sterische 
Behinderung
Ladungs-
abschirmung
Abbildung 4.43: Schematische Zusammenfassung der Assemblierungsergebnisse bei
Zusatz von Aldehyden. In der Praxis genutzte Gerbstoe sind mit * markiert.
Es lässt sich vermuten, dass die kleinen Moleküle (C1, C2) die positive Ladung des
Kollagens vielleicht etwas abschirmen und somit ein etwas schnellerer Assemblie-
rungsbeginn erreicht werden kann. Die längeren Moleküle behindern bzw. verzögern
die Anlagerung teilweise (C3, C6), da, wenn sie sich einseitig angebunden haben, eine
sterische Barriere zu überwinden ist und die Fibrillierung langsamer beginnt. Auch
könnten bei der Synthese von C6 positive Ladungen durch Salze hineingebracht wor-
den sein, die aufgrund ihrer Ladung die Assemblierung verzögern. Bei C4 und C5
ist allerdings eine Verschiebung der Lag-Zeit zu kleineren Zeiten zu vermerken, die
nicht in dieses Schema passt.
Die (Di-)Aldehyde gehen allesamt eine zum Teil enorm starke Wechselwirkung mit
Kollagen, schon auf monomerer Ebene, ein. Die Monomere sind nicht mehr voll-
ständig assemblierungsfähig, was an der Monomervernetzung oder Defekten in der
Fibrillenmorphologie liegen kann, die dann kein Auswachsen mehr ermöglichen. Dies
zeigt sich in verminderten Plateaus von C1, C2, C4 und C5.
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Defekte können sich aber zum Teil auch als zusätzliche Streuzentren z. B. bei Ver-
drillungen zeigen. Dies begründet den Verlauf der Kinetik bei C3 und C6. Deren
Plateauniveaus sind nicht vermindert sondern minimal erhöht. Zusätzliche Störstel-
len und verminderte Assemblierungsfähigkeit heben sich bei diesen Spezies in der
spektroskopischen Untersuchung auf.
Ein direkter Vergleich der Aldehyde ist insofern nur bedingt möglich, da der jeweilige
Polymerisationsgrad unbekannt ist und somit die Konzentrationen Schwankungen
unterliegen. Zudem wirken für die kinetischen Betrachtungen zusätzliche Streuzen-
tren und verminderte Fibrillierung gegenläug auf die Absorbanz.
Einen Trend, der kontinuierlich mit der Kettenlänge einhergeht, ist nicht auszuma-
chen. Bezieht man sich ausschlieÿlich auf die reinen bzw. direkt als wässrige Lösung
bezogenen Additive C1, C2 und C5 kann eine Steigerung der Wirkung mit zuneh-
mender Kettenlänge verzeichnet werden.
Die Korrelation zur Praxis, wo ausschlieÿlich Glutaraldehyd und Formaldehyd be-
nutzt werden, ist hier zwar nachvollziehbar, ergibt sich aber nicht aus den Mes-
sungen. Gerbt ein Aldehyd, hat die Reaktion einen beschleunigten Beginn und das
Plateau der Assemblierungskinetik ist vermindert. Einen Rückschluss aus dem Re-
aktionsstart und der Plateauhöhe auf die Gerbwirkung kann man aber nicht ziehen.
Die Deassemblierungen zeigen, dass alle Aldehyde, die mit dieser Methode unter-
suchbar sind, eine vernetzende Wirkung besitzen. Die Wirkung ist für die untersuch-
ten Aldehyde sehr ähnlich. Das ist ein Unterschied des Reaktionsmodells zum Leder
und kann z. B. damit erklärt werden, dass bei der Assemblierung die Abstände der
Kollagenmoleküle noch exibel sind, sodass es keine Vorzugslängen gibt.
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4.3 Untersuchung des Einusses von Polyphenolen
auf die Modellreaktion und die Gerbung
Diese dritte Stogruppe soll neben den klassischen Gerbstoen, dem Chrom und
den Aldehyden, charakterisiert werden.
Der natürliche Gerbsto Tannin weist dendritisch angeordnete Pyrogallolgruppen
auf und ist Grundlage der polyphenolischen Kondensate, die hier untersucht wer-
den. Es soll geklärt werden, ob es einen Unterschied bzw. eine Steigerung der Wir-
kung bei Phenol-, Brenzcatechin- und Pyrogallolverbindungen gibt. Annäherungen
werden mittels Kinetik- und Morphologieuntersuchungen sowie Hautpulveranalysen
vorgenommen.
Um nicht direkt mit den komplexen Verbindungen der Kondensate zu beginnen,
wurde zuerst die Wirkung einzelner Bausteine systematisch untersucht.
4.3.1 Assemblierung mit Kondensatkomponenten
Formaldehyd wird hier nur kurz benannt, da es bereits im Abschnitt 4.2 thema-
tisiert wurde. Formaldehyd ist ein kovalenter Vernetzer, der zur Polymerisierung
neigt, was eine Konzentrationsangabe bezüglich reaktiver Gruppen erschwert. Es
wird hierbei nur als Rückgratvernetzer benutzt und sollte keinen Eekt auf die
Kondensatreaktivität haben.
Der Einsatz von Urea als Mittel zur Lederbearbeitung ist schon lange bekannt.
Harnsto bzw. Urin wurde früher zum Behandeln der Häute benutzt, da es die
Struktur lockert und das Material damit weicher wird, obwohl kein Gerbeekt be-
steht.
Die Assemblierungskinetiken (siehe Abbildung 4.44) zeigen zwei klare Trends, die
auch durch die Fitparameter (Darstellung 4.45) ausgedrückt werden. Zum einen die
zeitliche Verzögerung der Assemblierung mit stetig wachsenden x0 und zum anderen
die gesteigerten Plateauhöhen, die erst zunehmen und dann um 0,3 bleiben.
Aus diesen kinetischen Untersuchungen des Harnstos im System entsteht die Fra-
ge, ob eine langsamere Nukleation, die sich durch eine längere Lag-Phase ausdrückt,
immer ein höheres Plateau hat. Können weniger Keimpunkte mit genügend Zeit län-
ger auswachsen? Um auszuschlieÿen, dass sich Lag-Zeit und Plateauhöhe gegenseitig
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Abbildung 4.44: Assemblierungskinetiken bei Harnstozugabe.
cUrea A x0
[µmol/mL] (Plateau) (Lag-Zeit)
0 0,22861 4,87218
10 0,26051 5,93861
25 0,30476 7,75391
50 0,28804 12,17632
100 0,30349 25,61257
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Abbildung 4.45: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Ureazusatz.
beeinussen, wurde ein Kontrollversuch mit verschiedenen Assemblierungstempera-
turen durchgeführt (siehe Kapitel 2.4). Es handelt sich um zwei getrennt voneinander
betrachtbare Parameter.
Der im sauren Milieu an den Aminogruppen positiv geladene Harnsto lagert sich an
das selbst schon leicht positiv geladene Kollagen an. Somit vermehrt sich die Ladung
und es kommt zu erhöhter Abstoÿung, bzw. es muss mehr Ladung bei der Zusam-
menlagerung der Monomere überwunden werden. Dies ist ein möglicher Grund für
die Zeitverzögerung in der Lag-Phase. Dass Urea die Nukleation verzögert, ist be-
reits anderswo gefunden worden. [57]
Der Einuss von Urea auf Kollagen wurde von Mizuno [58] bezüglich Heparinbin-
dung (Reversibilität/Denaturierung) untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die
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Tripelhelix in ihrer Struktur durch Harnsto gelockert wird. Dieses Lösen macht
man sich bei der Aufreinigung von Kollagen zu nutze. Der Harnsto dringt zwi-
schen die Polypeptidketten.
Das höhere Plateau bei den Assemblierungskinetiken ist durch diesen gröÿeren Quer-
schnitt des Kollagens (siehe Abbildung 4.46) begründet. Diese lockere Struktur kann
auch der Grund für mehr Verzweigungen sein, wie in Abbildung 4.47 zu sehen ist.
Abbildung 4.46: Schematische Veränderung der Tripelhelix von Kollagen bei Harn-
stozugabe. Die Helix önet sich teilweise und wird exibler. [58]
Abbildung 4.47: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die mit 100µmol/mL Harnstozu-
satz assembliert wurden. Die Periodizität ist zu erkennen, es gibt Verzweigungen.
Die Phenole bilden nun den Wechselwirkungskern der Kondensate. Somit wird
deren alleinige Wirkung vermutlich ähnlich der der Kondensate sein. Wassersto-
brückenbindungen und Dipol-Dipol-Kräfte treten zu den Peptidgruppen auf, wie in
Abbildung 4.48 gezeigt wird. Zusätzlich treten sich gegenseitig stabilisierende hy-
drophobe Wechselwirkungen auf.
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Abbildung 4.48: Mögliche elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Peptidgruppe
und Phenol nach Küntzel. [59]
Eine Assemblierung ndet bei Phenolzugabe weiterhin statt. Der Start der Reakti-
on ist aber schneller als ohne Zusatz und auch die Plateauhöhe weicht ab. Sie ist
vermindert, wie in Abbildung 4.50 zu sehen ist.
Die getteten Werte für A in Darstellung 4.51 verdeutlichen den Trend bezüglich
der Absenkung des Plateaus.
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Abbildung 4.49: Spektrum von Phenol-
lösung.
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Abbildung 4.50: Assemblierungskineti-
ken bei Zugabe von Phenol.
Die erkennbaren Tendenzen sind nachvollziehbar, da die negative Ladung des Phe-
nols die positive Ladung der Kollagenmonomere kompensiert und somit ein schnel-
leres Andocken der einzelnen Moleküle aneinander ermöglicht. Die Assemblate mit
Zugabe von 50 µmol/mL Phenol erscheinen normal (siehe Abbildung 4.52). Sogar
eine Untersteifung ist teilweise erkennbar.
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cPhenol A
[µmol/mL] (Plateau)
0 0,34748
1 0,31606
10 0,3024
25 0,29416
50 0,25594
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Abbildung 4.51: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Phenolzugabe.
Abbildung 4.52: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die mit 50 µmol/mL Phenolzusatz
assembliert wurden. Die Periodizität ist gut zu erkennen.
Ähnlich verhält es sich, wenn Brenzcatechin als Testsubstanz verwendet wird. Die
zweite Hydroxygruppe erhöht die Wasserlöslichkeit, vermindert gleichzeitig aber die
Anität zum Kollagen. Brenzcatechin erzeugt bei 340 nm im Gegensatz zu Phenol
selbst ein Signal, das sich mit dem pH-Wert der Lösung verändert und in Abbildung
4.53 gezeigt wird. Dieses ist den Assemblierungen jeweils abzuziehen, was über si-
multane Dierenzmessungen gemacht wird. Die resultierenden Kinetiken sind in
Abbildung 4.54 zu sehen.
Wie bei Phenol sind wieder die zwei Trends erkennbar, schnellere Keimbildung und
verminderte Plateauhöhe. Erstere ist wieder durch die eingebrachte, negative La-
dung, die die positive Ladung des Kollagens kompensiert, erklärbar. Die Plateau-
88
KAPITEL 4. ERGEBNISSE
2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 n m 4 0 0
0 , 0
0 , 5
1 , 0
1 , 5
2 , 0
Ab
so
rba
nz
          
                       
    
      
        
      
        
      
        
      
   	     
Abbildung 4.53: Spektrum von Brenz-
catechinlösung.
0 1 0 2 0 3 0 4 0 m i n 6 0
0 , 0
0 , 1
0 , 2
0 , 3
0 , 4
Ab
so
rba
nz

   
 	                    
                        
                        
                        
Abbildung 4.54: Assemblierungskineti-
ken bei Zugabe von Brenzcatechin.
verminderung ist hier aber deutlich stärker als im vorhergehenden Versuch.
Aus Darstellung 4.55 kann entnommen werden, dass A bei einer Zugabe von 50
µmol/mL im Vergleich zum Ausgangswert um 0,2 sinkt. Bei Phenol beträgt dieser
Wert nur 0,1.
cBrenzcatechin A
[µmol/mL] (Plateau)
0 0,36793
10 0,31308
25 0,24897
50 0,17154        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Abbildung 4.55: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Brenzcatechinzugabe.
Die AFM-Aufnahmen der Assemblate, die unter Brenzcatechinzugabe entstanden
sind (Abbildung 4.56), zeigen Fibrillen, die im Mittel etwas kürzer sind, als Fibril-
len unter Standardbedingungen bei der Assemblierung. Dies ist der Beladung der
Monomere mit dem Brenzcatechin geschuldet, was ein Auswachsen der Fibrillen
zunehmend erschwert, da mehr und mehr Defekte produziert werden. Ist die kriti-
sche Menge erreicht, endet das Fibrillenwachstum. Dieser Eekt ist im Vergleich zu
Phenol hier klar gesteigert bzw. überhaupt erst zu erkennen.
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Abbildung 4.56: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die mit 50 µmol/mL Brenzcate-
chinzusatz assembliert wurden. Die Fibrillen erschienen etwas kürzer als Standard-
brillen. Die Periodizität ist erkennbar.
Das Phenol mit drei OH-Gruppen ist das Pyrogallol. Eine frische Lösung daraus ist
zunehmend farbig, d.h. sie oxidiert allmählich mit der Zeit. Abbildung 4.57 zeigt
diesen störenden Eekt. Aufgrund des überlagerten, eigenen, veränderlichen Peaks
ist eine Referenzmessung mitzuführen. Die Dierenzen aus der Assemblierung und
dem Hintergrund sind in Abbildung 4.58 gezeigt.
2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 n m 4 0 0
0 , 0
0 , 5
1 , 0
1 , 5
2 , 0
Ab
so
rba
nz
          
                    
    
      
        
      
        
      
        
      
   	     

Abbildung 4.57: Spektrum von Pyro-
gallollösung.
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Abbildung 4.58: Assemblierungskineti-
ken bei Zugabe von Pyrogallol.
Über die Plateauhöhen lassen sich keine Aussagen mehr treen, da das Hintergrund-
signal zu hoch ist, und ab einer gewissen Signalhöhe die Absorbanz ungenau wird,
da diese logarithmisch ist. Der Vergleich der Lag-Phasen passt zu den Ergebnissen
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mit Phenol und Brenzcatechin.
Die AFM-Untersuchungen sind in Abbildung 4.59 gezeigt und bestätigen auch hier,
dass die Fibrillen kürzer sind als gewöhnlich, vielleicht sogar noch etwas kürzer als
die mit Brenzcatechinzusatz erzeugten.
Abbildung 4.59: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die mit 10 µmol/mL Pyrogallolzu-
satz assembliert wurden. Die Fibrillen erscheinen ähnlich der Standardbrillen. Die
Periodizität ist ansatzweise erkennbar.
Erstaunlich ist, dass es bei den Assemblierungskinetiken einen verschiedenen Eekt
gibt, wenn statt Phenol Phenolsulfonsäure eingesetzt wird. Die Tendenz in der
Plateauhöhe ist entgegengesetzt und in Abbildung 4.60 gegenübergestellt. Bereits
wenig Phenolsulfonsäure hat einen deutlichen Eekt, der dann aber nicht weiter
zunimmt. Darstellung 4.61 zeigt anhand des Fits die gegensätzlichen Trends der
Plateauhöhe mit zunehmenden Konzentrationen.
Der Einsatz von sulfoniertem Phenol ist jedoch praxisnah, da die Sulfonierung für
die Wasserlöslichkeit des Kondensats nötig ist. Eine erhöhte Verdrillung der Fibril-
len fällt in der Morphologieabbildung 4.62, rechtes Bild, (im Vergleich zu einer unter
Standardbedingungen assemblierten Fibrille, wie in der Abbildung links daneben)
auf und ist für die Kinetikmessungen ausschlaggebend.
Eine Auswertung der Verdrillung von Fibrillen mit Zugabe von verschieden konzen-
trierter Phenolsulfonsäure folgt in Tabelle 4.2. Der Windungsabstand wurde in den
AFM-Bildern ausgemessen. Es wurden jeweils 10 Drehungen vermessen.
Die zusätzlichen Ladungen durch die negative Sulfatgruppe am Ring und die posi-
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Abbildung 4.60: Assemblierungskinetiken unter Zusatz von Phenol (links) bzw. Phe-
nolsulfonsäure (rechts).
Konzentration A A
[µmol/mL] Phenol Ph.sulfonsäure
0 0,34748 0,27183
10 0,3024 0,32564
50 0,25594 0,37452
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Abbildung 4.61: Ergebnis aus dem Fit der Kinetiken mit der Boltzmanngleichung.
tiven Natriumionen in der Lösung können bzw. müssen für diese gesteigerte Win-
dung verantwortlich sein, auch wenn sich deren Ladung kompensiert. Dabei ist die
Windungsstärke nicht von der Konzentration abhängig. Bereits kleine Mengen Phe-
nolsulfonsäure haben diese starke Verdrillung zur Folge, die durch die Hydrophilität
und sterisch, durch den Platz, den die Phenolsulfonsäure einnimmt, begründet sein
muss.
Nach der Betrachtung der Kinetik und der Fibrillenmorphologie mit phenolischen
Zusätzen bleibt noch die Untersuchung der Deassemblierung. Die kann mit den
Phenolen aber nicht durchgeführt werden, da diese bei der Messwellenlänge (204 nm)
einen starken eigenen Peak aufweisen, der selbst eine Dierenzmessung nicht erlaubt.
Das Spektrum von Phenol ist in Abbildung 4.63 für den bei der Deassemblierung
interessanten Bereich zu sehen. Die Deassemblierung alternativ mit dynamischer
Lichtstreuung zu verfolgen ist leider auch nicht möglich (siehe Kapitel 3.5).
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Abbildung 4.62: AFM-Bilder von (links) einer Standardbrille und (rechts) einer
Fibrille, die mit Zusatz von 50µmol/mL Phenolsulfonsäure assembliert wurde.
Konzentration Phenol- Windungsabstand
sulfonsäure [µmol/mL] [µm]
0 > 1,5
1 0,65 (0,40,9)
10 0,71 (0,60,8)
50 0,68 (0,50,8)
Tabelle 4.2: Windung von nativem und mit Zusatz von Phenolsulfonsäure assem-
bliertem Kollagen.
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Abbildung 4.63: Spektrum von 10 µmol/mL Phenollösung.
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4.3.2 Polyphenolkondensate
Die Kondensate auf Phenol-, Brenzcatechin- und Pyrogallolbasis sind nur bedingt
transparent. Ihre Farbigkeit reicht von hellorange über braun bis rotschwarz. Die
Kondensate mit Phenol sind für die UV/Vis-Analyse am geeignetsten, da sie heller
sind als die mit mehr OH-Gruppen. Dies zeigen auch die Spektren der Kondensate
in der Abbildung 4.64.
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Abbildung 4.64: Spektren der Phenolkondensate, c= 10µmol/mL, gemessen bei pH 2
und pH7,4.
Dabei wurden die Kondensate jeweils bei pH 2 und pH7,4 analysiert. Die Syntane
auf Brenzcatechin- und Pyrogallolbasis sind, da deren Absorbanzen bereits bei pH 2
im Messbereich über 2 liegen, nicht auswertbar. Bei neutralem pH ist deren Absor-
banz noch gesteigert, sodass diese Kurven auÿerhalb des Spektrums liegen. Aus den
Spektren ist ersichtlich, dass auch eine Verschiebung der Messwellenlänge für die
Assemblierung von 340 nm auf gröÿere Wellenlängen (zwischen 400600 nm) nicht
sinnvoll wäre.
Phenolkondensat
Der Einsatz des Kondensats bei der Assemblierung ist beachtlich gering, vergleicht
man ihn mit der Konzentration der Phenolmonomere bei den Kinetikuntersuchun-
gen. Dies lässt eine gesteigerte Interaktion vom Kondensat zu Kollagen schlussfol-
gern. Die in Abbildung 4.65 gezeigte Kinetik weist bei Kondensatzugabe eine deut-
lich verkürzte Lag-Phase sowie ein drastisch vermindertes Plateau auf. Die Ergebnis-
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se aus dem Fit sind in Darstellung 4.66 für das Plateau abgebildet und verdeutlichen
diesen rasch abnehmenden Eekt.
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Abbildung 4.65: Assemblierungskinetiken unter Zugabe von Phenolkondensat
MV09-074.
Es sind also nicht im selben Umfang bzw. auf dieselbe Art Fibrillen gebildet worden.
Dass es sich nicht um weniger sondern dünnere Fibrillen handelt, ist mittels AFM
analysierbar (siehe Abbildung 4.67). Die Dicke der Fibrillen beträgt hier 50 nm, bei
unter Standardbedingungen assemblierten Fibrillen 200500 nm. Die Fibrillen, die
hier entstehen neigen zu Verknäulungen und Anhäufungen.
cPhenolkondensat A
[µmol/mL] (Plateau)
0 0,53582
0,1 0,37731
0,25 0,27046
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Abbildung 4.66: Ergebnis aus dem Fit der Kinetik bei Phenolkondensatzusatz.
Bei den Assemblaten mit den kurzkettigeren Phenolkondensaten (MV09-074), sie-
he Abbildung 4.68, sind einerseits die dünnen, fadenförmigen, verknäulten Fibrillen
entstanden, aber auch einige Fibrillen mit 67-nm-Streifung. Diese Fibrillen sind auf-
fällig kurz, also auch massiv in der Assemblierung gestört.
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Abbildung 4.67: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die mit 1µmol/mL Phenolkonden-
satzusatz (PW09-033, langkettiger) assembliert wurden. Die Periodizität ist nur in
Ansätzen zu erahnen. Die fädigen Assemblate sind dünner als normale Fibrillen.
Abbildung 4.68: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die mit 1µmol/mL Phenolkonden-
satzusatz (MV09-074, kurzkettiger) assembliert wurden. Die Periodizität ist teilweise
zu erkennen. Die Assemblate sind meist dünner als normale Fibrillen.
Die stark verkürzte Lag-Phase ist ebenso ein Indiz für einen veränderte Assemblie-
rung. Entweder schirmt das Syntan die Ladung des Kollagens so gut ab, dass sich
die Monomere besser aneinander anlagern oder das andere Endstadium, die dünnen,
fädenförmigen Assemblate besitzen eine andere, schnellere Bildungsreaktion.
Brenzcatechinkondensat
Bei den Assemblaten mit Zusatz von Brenzcatechinkondensaten sind wieder die
dünnen Verknäulungen zu sehen, aber auch einige Fibrillen. Viele sind sehr klein,
erscheinen aber hinsichtlich ihrer Streifung normal. Abbildung 4.69 zeigt die Ergeb-
nisse aus dem Mix von 2 und 1 OH-Gruppen (Brenzcatechin/Phenol) und Abbildung
4.70 ausschlieÿlich von Brenzcatechin im Kondensat.
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Abbildung 4.69: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die mit 1µmol/mL Brenzcatechin-
Phenolkondensatzusatz (MV09-072) assembliert wurden.
Abbildung 4.70: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die mit 1µmol/mL Brenzcatechin-
kondensatzusatz (PW09-036) assembliert wurden.
Pyrogallolkondensat
In den AFM-Aufnahmen aus Abbildung 4.71 ist zu erkennen, dass sich bei der Zuga-
be von Kondensat aus Pyogallol/Phenol Fibrillen gebildet haben, die zum Teil lang
auswachsen, in der Mehrheit aber kurz bleiben, da sie am Auswachsen gehindert
sind. Dieser Störfaktor ist das Kondensat, was sich auf bzw. um die Kollagenmono-
mere legt.
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Abbildung 4.71: AFM-Aufnahmen von Fibrillen, die mit 1 µmol/mL Pyrogallol-
Phenolkondensatzusatz (MV09-076) assembliert wurden.
4.3.3 Korrelation von Schrumpfungstemperaturen und TEM-
Aufnahmen von Hautpulver
Um einen Bezug der kinetischen und morphologischen Beobachtungen (durch das
In-vitro-Assemblierungsmodell) mit Leder herzustellen, wurden Schrumpfungstem-
peraturen gemessen und Dünnschnitte verglichen (In-vivo-Untersuchungen).
Mit den folgenden Untersuchungen soll die Frage geklärt werden, ob in den TEM-
Aufnahmen zu erkennen ist, ob Kollagen gegerbt oder ungegerbt vorliegt. Die Infor-
mation des Gerbgrades stammt aus der Ermittlung der Schrumpfungstemperatur.
Die Messung der Denaturierungstemperaturen führte Frau Dr. Schröpfer am FILK
durch. Zur Untersuchung wurde Hautpulver benutzt, um eine homogene Durchger-
bung zu garantieren. Die Stücke sind 2mm groÿ und es sollte ausreichend intakte
Fibrillen geben, sodass Hautpulver als Echtreferenz dienen kann. Das Hautpulver
wird 12 Stunden in einem Puer eingeweicht und dann mit den phenolischen Kon-
densaten versetzt (2% bezüglich Puervolumen, 40% bezüglich Hauttrockenmasse)
und 7 Stunden bei Raumtemperatur im Schüttelbad belassen. Nach dem Abltrie-
ren wird entweder sofort die Denaturierungs- bzw. Schrumpfungstemperatur (TS)3
gemessen oder zuvor noch mit einem Waschschritt neutralisiert. Es wurden also zwei
verschiedene Ansätze durchgeführt, einer bei Reaktions-pH (Abbildung 4.72 links)
und einer nach Waschung (Abbildung 4.72 rechts). Die Schrupfungstemperatur wur-
de als Funktion des Reaktions-pH-Wertes ermittelt.
3Temperatur, bei der sich ein langsam in feuchter Hitze erwärmter Lederstreifen plötzlich auf
1
3 seiner ursprünglichen Länge zusammenzieht, die Matrix also kollabiert.
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Abbildung 4.72: Schrumpfungstemperaturen von Hautpulver nach Zugabe von ver-
schiedenen phenolischen Kondensaten. Die Vernetzung wurde jeweils bei unter-
schiedlichen pH-Werten durchgeführt.
Eine Gerbwirkung, also eine Stabilisation der Matrix gegenüber hohen Temperatu-
ren, äuÿert sich in hohen Schrumpfungstemperaturen. Die blaue Kurve von Glut-
araldehyd ist die positive Referenz, da es sich um einen Gerbsto handelt. Unbe-
handeltes Hautpulver stellt die negative bzw. ungegerbte Referenz mit niedrigeren
Schrumpfungstemperaturen dar (rosa Kurve). Aus den Messungen wird deutlich,
dass die Wirkung der verschiedenen Phenolkondensate nur im Sauren auftritt, da
die Kurven dort, ähnlich der Kurve von Glutaraldehyd, einen Anstieg aufweisen. Die
besten Resultate werden mit Basyntan® DLE, was dem Phenolkondensat PW09-033
entspricht, erzielt. Es zeigt dabei ein einzigartiges Verhalten, indem es bei niedrigen
pH-Werten bis pH5 dem Gerbeekt von Glutaraldehyd entspricht.
Der Gerbeekt von den getesteten Kondensaten kann aber ausgewaschen werden,
was die Messungen nach Neutralisation verdeutlichen. Ein Gerbsto, der nicht was-
serbeständig ist, ist jedoch für den Praxiseinsatz ungünstig/unbrauchbar. Mit mehr
OH-Gruppen am Ring (Phenol < Brenzcatechin < Pyrogallol) werden keine syste-
matisch besseren Ergebnisse erzielt.
Zudem wurden TEM-Untersuchungen am Filterkuchen durchgeführt. Die Frage, die
es dabei zu beantworten gilt, ist, ob eine Korrelation der Ergebnisse mit TEM-
Untersuchungen möglich ist.
Was kann nun mit den transmissionselektronenmikroskopischen Betrachtungen der
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Dünnschnitte untersucht und verglichen werden? Die Streifung und Substreifung der
Hautpulverproben des Filterkuchens jeweils mit verschiedenen (poly-)phenolischen
Zusätzen
 bei verschiedenen pH-Werten und/oder
 mit verschiedenen Schrumpfungstemperaturen.
Es folgen Abbildungen von Dünnschnitten des nicht neutralisierten Ansatzes, da
dort die Messwerte erfolgversprechender bezüglich der Gerbwirkung sind bzw. der
Zusatz der Kondensate überhaupt einen Eekt hat. Interessant ist zuerst der Bezug
zu den Denaturierungstemperaturen. Besteht eine Abhängigkeit zwischen Banden-
abstand und Gerbwirkung?
Es tritt eine untere Grenze der Denaturierungstemperatur auf. Die zwei Proben
mit den niedrigsten Denaturierungstemperaturen (Hautpulver ohne Zusatz bei pH 3
und mit Zusatz des Pyrogallolsyntans bei pH 3) unterscheiden sich markant von den
restlichen Proben. Eine Streifung der Fibrillen ist nicht mehr erkennbar, siehe Ab-
bildung 4.73. Das Kollagen ist denaturiert und hat sich verleimt.
(a) ohne Zusatz (b) mit Pyrogallol
Abbildung 4.73: TEM-Abbildungen von Hautpulver bei pH 3, die Proben sind de-
naturiert.
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Bei den Proben bei pH 9 wurden folgende Denaturierungstemperaturen gemessen:
 80 ◦C Glutaraldehyd
 65 ◦C Phenolsyntan (Basyntan® DLE)
 63 ◦C ohne Zusatz
 61 ◦C Pyrogallolsyntan
 59 ◦C Brenzcatechinsyntan
Die dazugehörigen TEM-Aufnahmen in Abbildung 4.74 zeigen alle eine klare Struk-
turierung, bis hin zur Unterstreifung.
(a) ohne Zusatz (b) mit Glutaraldehyd (c) mit Basyntan® DLE
(d) mit Brenzcatechinsyntan (e) mit Pyrogallolsyntan
Abbildung 4.74: TEM-Abbildungen von Hautpulver bei pH 9. Rot: D-Bande. Bunt:
Substreifung.
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Unterschiede in der Intensität bzw. Anzahl der Streifen sind nicht auszumachen. Eine
leichte Tendenz, mit überlappenden Daten, ist erst bei der statistischen Auswertung
mehrerer Bilder zu erkennen (siehe Abbildung 4.75). Dabei sind unbehandeltes und
mit Glutaraldehyd behandeltes Hautpulver gegenübergestellt, da hier der gröÿte
Eekt zu erwarten ist. Gegerbtes Hautpulver hat etwas kleinere D-Werte, die Matrix
ist etwas starrer bzw. fester/enger.
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Abbildung 4.75: Vergleich des Streifenabstandes bezüglich verschiedener TS von un-
behandeltem Hautpulver und mit Glutaraldehyd versetztem, vernetzt bei pH 9.
Analoge Untersuchungen bei pH 4 sind in den TEM-Aufnahmen, siehe Abbildung
4.76, und der dazugehörigen Statistik in Abbildung 4.77 gezeigt. Ein Unterschied in
der Untersteifung ist auch hier nicht klar auszumachen. Tendenziell ist eine engere
Streifung bei Proben mit höheren TS zu erkennen.
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(a) ohne Zusatz (b) mit Glutaraldehyd (c) mit Phenolsyntan
(d) mit Brenzcatechinsyntan (e) mit Pyrogallolsyntan
Abbildung 4.76: TEM-Abbildungen von Hautpulver bei pH 4.
Abbildung 4.77: Vergleich der Periode bezüglich verschiedener TS, vernetzt bei pH 4.
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Abbildung 4.78 veranschaulicht das Ergebnis, das in den TEM-Studien deutlich er-
kennbar wird, dass unter einer bestimmten Denaturierungstemperatur die Fibrillen
keine Streifung mehr aufweisen, da sie bereits bei ihrer Lagerung denaturiert sind.
Die kritische Schrumpfungstemperatur liegt dabei unter 50 ◦C. Analog der Denatu-
rierungstemperaturen, die dem Grad der Gerbung entsprechen, treten keine signi-
kanten Unterschiede in den Streifungsabständen oder -intensitäten auf. Eine leichte
Tendenz zu engeren Streifenabständen zeichnet sich bei gegerbtem Material ab. Die
Schlussfolgerung hieraus ist, dass die Gerbwirkung nicht mittels Streifenanalyse an
einzelnen Fibrillen sichtbar ist.
Abbildung 4.78: Resultat der TEM-Analyse von Hautpulver mit verschiedenen TS,
vernetzt bei pH 4. Eine Denaturierung unter 50 ◦C ist erkennbar.
Weiterhin war zu untersuchen, ob mit dem pH-Wert eine Veränderung der Streifung
auftritt. Um dies abschätzen zu können, wurde exemplarisch Hautpulver ohne Zusatz
untersucht. Da dies bei ersten Tests bei pH 3 (TS =38 ◦C) denaturiert war, wurde
anschlieÿend beim Umgang mit den Proben besonders auf die Temperatur geachtet,
sodass diese zu keinem Zeitpunkt über 35 ◦C lag. So wurde die Trocknung der Probe
nicht im Ofen sondern bei Raumtemperatur im Exsikkator vorgenommen.
Der Abstand der D-Bande ist über den pH-Bereich von pH3 bis pH9 gleichbleibend,
das zeigt die statistische Auswertung von jeweils 10 Aufnahmen mit mindestens 5
Abständen in Grak 4.80 auf Grundlage von Bildern analog zu Abbildung 4.79.
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(a) pH3 (b) pH4 (c) pH6
(d) pH8 (e) pH9
Abbildung 4.79: TEM-Abbildungen von unbehandeltem Hautpulver bei verschiede-
nen pH-Werten.
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Abbildung 4.80: Vergleich der Streifung von Hautpulver ohne Zusatz bezüglich ver-
schiedener pH-Werte.
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Bei niedrigeren pH-Werten lässt sich die Streifung weniger gut erkennen. Dies liegt
an den im Sauren abgesättigten, negativen Seitenketten der Aminosäuren. Das Stai-
ning mit Uranyl ist nicht ausschlieÿlich ein Negativstaining, also unspezisch an der
Oberäche, wie vom Hersteller beschrieben [60], sondern bindet auch an den COO−-
Gruppen, die im Sauren nicht zur Verfügung stehen. Dieser Trend ist in Abbildung
4.81 am Beispiel von Glutaraldehyd gezeigt. Klar erkennbar ist eine deutlichere und
feinere Streifung beim höheren pH-Wert.
(a) pH3 (b) pH9
Abbildung 4.81: Feinere Streifung mit höherem pH-Wert.
Abbildung 4.82 veranschaulicht nun die Erkenntnisse aus der Dünnschnitt-TEM-
Analyse. Mit dem pH-Wert zeigt sich nur einen Trend für die Stainingintensität,
nicht aber bezüglich des D-Abstands.
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Abbildung 4.82: Vergleich der Streifung bezüglich verschiedener pH-Werte bei der
Vernetzung.
Der Vergleich von Fibrillen, die unter Additivzugabe assembliert wurden, ist in Ab-
bildung 4.83 zu sehen, wobei eine Streifung teilweise zu erkennen, eine Auswertung
dieser aber nicht möglich ist, da sie zu undeutlich erscheint.
(a) ohne Zusatz (b) mit Glurataldehyd (c) mit Basyntan® DLE
Abbildung 4.83: Vergleich der Streifung von assembliertem Kollagen bezüglich ver-
schiedener Zusätze.
Einschränkend ist zu bemerken, dass eine Korrelierung der Untersuchungen nur bei
pH 7 möglich ist, da die Assemblierung diesen pH-Wert verlangt.
Wie im Kapitel 3.7 bereits erwähnt wurde, ist das Staining etwas verschieden, da
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bei der Assemblierung die Oberäche gestaint wird und bei den Dünnschnitten das
Innere der Fibrille. Die Qualität der TEM-Aufnahmen und der Unterschied im Kon-
trastieren machen eine Analyse der Unterstreifung von Assemblaten nicht sinnvoll.
4.3.4 Zusammenfassung
Zusammenfassend ist für die UV/Vis- und AFM-Analysen der Kondensatkompo-
nenten sowie die Kondensate allgemein ein Schema in Abbildung 4.84 dargestellt,
die die Trends und Tendenzen der eingesetzten Substanzen zeigt. Es zeigen sich
bei dem Assemblierungsstart zwei Phänomene, Beschleunigung oder Verzögerung,
die jeweils auf zusätzlich eingebrachte Ladungen zurückgeführt werden können. Die
Plateauhöhe ist von mehreren Faktoren beeinussbar. Gesteigerte Absorbanz geht
mit zusätzlichen Streustellen an der Fibrille einher. Ist das Plateau minimiert, so
kann dies entweder an weniger, dünneren oder kleineren Fibrillen liegen, was jeweils
durch die AFM-Aufnahmen geklärt wird.
  
Defekte als Störstellen
neg.  Ladung   pos.
Monomervernetzung
Defekte verhindern Auswachsen
Phenol
Brenzcatechin
Pyrogallol
Phenolsulfonsäure
Kondensate
Urea
Formaldehyd
Phenol
Brenzcatechin
Pyrogallol
Kondensate
Urea
Phenolsulfonsäure
Abbildung 4.84: Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Assemblie-
rung mit Zusatz von Polyphenolen und deren Komponenten.
Dass von den Kondensaten eine gröÿere Wirkung ausgeht als von den phenolischen
Monomeren ist interessant und muss an deren Struktur liegen. Es kann weiterhin
angenommen werden, dass die natürlichen Tannine sterisch noch besser organisiert
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sind, sodass dabei das beste Ergebnis einer phenolischen Gerbung erzielt wird.
Für die Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Hautpulverproben dient Abbil-
dung 4.85. Korrelationen zwischen der Messung der Schrumpfungstemperatur und
TEM-Dünnschnitten haben sich nur bedingt ergeben. Klare Korrelation von TS und
TEM ist nur unterhalb der Denaturierungsgrenze zu erkennen. Die Denaturierung-
stemperaturen spiegeln sich in dem Streifungsabstand nicht markant, maximal als
leichte Tendenz, wieder. Und auch der pH-Wert zeigt nur einen Trend für die Stai-
ningintensität, nicht aber für die Periode des D-Abstandes.
Abbildung 4.85: Korrelation der Denaturierungstemperaturen mit der Kollagenstrei-
fung bei phenolischen Zusätzen, mit denen bei verschiedenen pH-Werten vernetzt
wurde.
109
KAPITEL 4. ERGEBNISSE
110
Kapitel 5
Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit beschreibt einen Zugang zur Untersuchung der Wechselwir-
kung von verschieden, im Gerbungsprozess an unterschiedlichen Stellen eingesetzten
Additiven und Stogruppen mit Kollagen auf molekularer Ebene. Der Zugang um-
fasst Messungen zur Assemblierungskinetik von Kollagenmonomeren zu Fibrillen,
ihrer anschlieÿenden Deassemblierung und hoch auösende rastersonden- und elek-
tronenmikroskopische Untersuchungen zur Aufklärung der Struktur der entstehen-
den Assemblierungsprodukte. Insbesondere wird der Einuss der Additive auf die
hierarchische Strukturbildung der Kollagenmatrix untersucht. Damit wird ein mul-
tivalenter Modellversuch zur Charakterisierung der molekularen Wechselwirkungen
zwischen Kollagen und den Additiven aufgebaut. Es wird der Versuch unternommen,
die im Modellsystem gewonnenen Erkenntnisse mit der Wirkung dieser Additive im
realen Prozess der Gerbung von Haut zu korrelieren.
Die Assemblierungskinetik wurde hinsichtlich des Assemblierungsstarts (Lag-Zeit)
und der Plateauhöhe analysiert. Aus Untersuchungen der Fibrillenmorphologie konn-
ten Aussagen über die Länge, die Dicke, die Windung und die sogenannte Streifung
der Fibrillen getroen werden. Die Deassemblierungsexperimente dienten der Cha-
rakterisierung der Stringenz der Wechselwirkung der Additive mit der Kollagenma-
trix.
Eekte bei der Geschwindigkeit des Assemblierungsbeginns sind auf zusätzlich ein-
gebrachte Ladungen und sterische Abschirmung bzw. Behinderung zurückzuführen.
Kollagenmonomere sind bei neutralem pH leicht positiv geladen. Deshalb führen zu-
sätzlich eingebrachte negative Ladungen zu einer Beschleunigung bzw. zusätzliche
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positive Ladungen zu einer Verzögerung der Lag-Phase.
Werden die Monomere durch Wasserstobrückenbindungen, Dipolkräfte oder kova-
lente Bindungen verbrückt, ehe sie sich zu Fibrillen zusammenlagern können, zeigt
sich dieses in einer niedrigeren Plateauhöhe. Höhere Plateaus werden durch zusätz-
liche optische Streuzentren durch z. B. Windungen oder Verknäulungen begründet.
In der Arbeit werden die Wechselwirkungen von drei Stogruppen im Modellsys-
tem untersucht.
Der als sehr eektiv bekannte und dadurch meistgenutzte Gerbsto Chrom hat
interessanterweise im Reaktionsmodell nur eine geringe Auswirkung auf die Assem-
blierungskinetik und die Morphologie der Fibrillen. Die Deassemblierung lässt aller-
dings die guten Gerbeigenschaften klar erkennen; Chrom weist eine hohe Stringenz
der Bindung an Kollagen auf.
TEM-Untersuchungen sind mit Kollagenbrillen auch ohne vorheriges Staining mög-
lich. Handelt es sich um Fibrillen mit Chrom, so erhöht das Chrom den Kontrast
und wirkt als Stain.
Aus der kinetischen Betrachtung der Aldehyde im Assemblierungssystem gehen
Glutaraldehyd und Glyoxal als die Additive mit dem gröÿten Einuss hervor. Eine
Plateauminimierung ist durch folgende (Di-)Aldehyde mit abnehmendem Eekt ein-
getreten: Glutaraldehyd > Glyoxal > Succinaldehyd > Formaldehyd. Ein kleinerer
Plateauwert geht bei den Aldehyden mit einer Vernetzung einher. Die Schlussfolge-
rung, dass diese Reihenfolge der Wirkung der untersuchten (Di-)Aldehyde auf die
Assemblierung der Eignung als Gerbsto entspricht, ist aber fraglich. Die Abfolge
korreliert nicht mit der Praxis der Gerbung, bei der nur Glutar- und Formaldehyd
als Crosslinker eingesetzt werden.
Schwierig macht die Auswertung der Wirkung dieser Substanzgruppe auf die Assem-
blierungskinetik der Fakt, dass für die Untersuchungen nur Formaldehyd, Glyoxal
und Glutaraldehyd als reine, wässrige Lösung vorlagen und bei den anderen drei
Dialdehyden auch zusätzliche Produkte aus der Synthese vorkamen und somit das
Ergebnis zusätzlich beeinussen bzw. unvergleichbar machen können. Bei Zugabe der
reinen Substanzen Formaldehyd, Glyoxal und Glutaraldehyd zeigen die gebildeten
Fibrillen unveränderte Morphologie, sodass gefolgert werden kann, dass Aldehyde
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die Fibrillenstruktur nicht verändern, sondern nur die Anzahl der gebildeten Fibril-
len dezimieren.
Dass die Aldehyde, da sie kovalent über die Aminogruppen binden, nicht mit Chrom,
das über die Carboxygruppen wechselwirkt, konkurriert, sondern summierend wir-
ken, konnte durch eine Kombination beider im Modellsystem gezeigt werden.
Bei der Deassemblierung zeigen Formaldehyd, Glyoxal und Glutaraldehyd exempla-
risch für die Aldehyde einen starken, untereinander ähnlichen Einuss, d. h. sie sind
ähnlich stringent in ihrer Bindung. Aussagen über die nicht kommerziell erhältli-
chen Dialdehyde Malondi-, Succin- und Adipaldehyd sind allerdings schwierig, da
die Bedingungen aufgrund der enthaltenen Nebenprodukte bzw. der unbekannten
Reinheit nicht vergleichbar sind. Der Kostenfaktor ist bei diesen aber ohnehin zu
hoch, als dass diese zur Ledergerbung eingesetzt werden könnten.
Eine Tendenz in der Wirkung der Aldehyde mit zunehmender Moleküllänge bzw.
ein Abstandsoptimum, wie im Vorfeld vermutet wurde, kann aus den Ergebnissen
nicht abgeleitet werden.
Im Assemblierungssystem haben Polyphenolkondensate bereits in geringen Men-
gen einen groÿen Eekt, d. h. es entstehen nur noch kleine Fibrillen oder dünnere,
brilläre Strukturen, was sich auch in der reduzierten Absorbanz gezeigt hat. Die
starke Interaktion von Kollagen und Polyphenolen ist erstaunlich, da die untersuch-
ten Kondensate nicht gerben. Die Ähnlichkeit zum gerbenden Tannin ist jedoch
hoch. Der für die Gerbung relevante Unterschied ist chemisch nicht auszumachen
und liegt demzufolge wahrscheinlich in der räumlichen Struktur begründet.
Die Messung der Denaturierungstemperaturen des Hautpulvers ergab, dass die Syn-
tane keinen waschstabilen gerbenden Eekt haben. Parallele TEM-Analysen der
Hautpulverproben ergaben, dass der pH-Wert, bei dem vernetzt wurde, kaum Ein-
uss auf die Bandenabstände hat wohl aber die Intensität des Stainings beeinusst.
Je höher der pH-Wert, desto intensiver ist das Staining bis hin zu einer erkennbaren
Substreifung. Die Zugabe von den Syntanen und Glutaraldehyd lässt einen schwa-
chen Trend in der Streifung erkennen. Je höher die Schrumpfungstemperatur und
damit die Gerbwirkung ist, desto kleiner ist die Periode der Streifung.
Denaturierte Fibrillen lassen sich mittels TEM klar unterscheiden, da keine Streifung
mehr zu sehen ist.
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Einuss auf Erscheinungs- Einuss auf Gerb-
Assemblierungs- bild der Deassem- wirkung
kinetik Fibrillen blierung
Chrom gering wenig stark ja
verändert
Aldehyde stark unverändert stark ja
synthetische stark verändert (gering) nein
Polyphenole
Tabelle 5.1: Vergleich der Wirkungen der untersuchten Stogruppen im Modellsys-
tem mit ihrer Gerbwirkung.
Tabelle 5.1 fasst die im Rahmen der Modelluntersuchungen bestimmten Einüsse
der untersuchten drei Stogruppen zusammen und vergleicht diese mit ihrer realen
Gerbwirkung. Dabei fällt auf, dass Stoe, deren gerbende Wirkung bekannt ist, nicht
alle denselben Einuss auf die Assemblierung oder die Fibrillenmorphologie haben.
Dahingehend ist das Verhalten bezüglich der Deassemblierung bei den Gerbstoen
immer gleich und äuÿert sich in einer verminderten Löslichkeit der Kollagenmatrix
bei der Deassemblierung.
Die verallgemeinerte Aussage ist somit, dass die Gerbung mit der Assemblierung
keine konformen Ergebnisse liefert. Damit ist gemeint, dass keine eindeutigen Rück-
schlüsse von der Plateauhöhe oder dem Verhalten in der Lag-Phase auf die Wirkung
als Gerbsto gezogen werden können. Gerbung und Deassemblierung sind aber sehr
wohl korrelierbar. Daher kann die Deassemblierung als eine für Grundlagenforschung
in der Gerbung wertvolle Technik angesehen werden.
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